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1.1 Hipertensión arterial 
1.1.1 Definición, Clasificación, Significancia del Problema 
La Hipertensión Arterial (HTA) es una patología crónica que consiste en el 
aumento de la presión arterial (PA) sistólica y/o diastólica por encima de los valores 
establecidos como normales. En 1978, el comité de expertos en HTA perteneciente a 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) la definió como una tensión arterial 
sistólica igual o superior a 140mmHg y/o una tensión diastólica igual o superior a 
90mmHg 1. Esta definición sigue vigente hasta la actualidad como referencian las 
Guías de la Sociedad Europea de Cardiología (ESC) y Sociedad Europea de 
Hipertensión Arterial (ESH) publicadas en 2013 (Tabla 1). Algunas sociedades como 
la American Heart Association y el American College of Cardiology en el año 2017 
redefinieron a la HTA como un valor de presión sistólica igual o superior a 130mmHg 
y una tensión diastólica igual o superior a 80mmHg, reduciendo los valores normales 
de tensión arterial 2. Esta definición no ha sido aceptada aún por otras sociedades 
médicas de la especialidad. 
 
Se clasifica a la HTA como primaria o secundaria. La primaria, también 
llamada hipertensión esencial (HTAe), afecta aproximadamente al 95% de los 
hipertensos y se considera idiopática. La HTAe constituye una enfermedad silenciosa, 
debido a la ausencia de síntomas y falta de consecuencias graves a corto plazo, pero 
que lleva a grandes alteraciones en órganos blanco en el largo plazo, produciendo daño 
Tabla 1: Clasificación de los valores de presión arterial según las Guías de la Sociedad Europea de 
Hipertensión Arterial y Sociedad Europea de Cardiología. Extraído de Guía de práctica clínica de 




cardiovascular, renal y cerebral 3. Por el contrario, la HTA secundaria se presenta como 
signo de otro proceso patológico subyacente, por lo que posee una causa asignable. 
Puede desarrollarse como consecuencia de enfermedades renales (enfermedad 
poliquística, nefropatía crónica, vasculitis renal), endocrinológicas (acromegalia, 
síndrome de Cushing, hipo e hipertiroidismo, hiperaldosteronismo, feocromocitoma), 
cardiovascular (rigidez de la aorta, o coartación), o neurológica (psicogénica, apnea 
del sueño) 3. 
 La HTA es uno de los factores de riesgo más prevalentes causantes de 
disfunción endotelial, cardiopatías, accidentes cerebrovasculares e insuficiencia renal. 
Esta importante relación y dependencia entre los eventos mencionados y la HTA la 
posiciona como una de las afecciones de mayor morbilidad y mortalidad a nivel 
mundial 4. 
 La HTA rara vez produce síntomas en las primeras etapas del desarrollo de la 
enfermedad y muchos pacientes hipertensos permanecen sin diagnóstico durante años. 
A su vez, muchos pacientes, en los que se diagnostica, no tienen acceso al tratamiento 
adecuado por lo que no logran controlar con éxito su enfermedad en el largo plazo. La 
prevención, el rastreo, la detección temprana y el tratamiento apropiado de la HTA 
producen importantes beneficios sanitarios, sociales y económicos. El control 
adecuado de la HTA reduce la incidencia de accidente cerebrovascular, infarto de 
miocardio e insuficiencia cardíaca en un 40%, 25% y 50%, respectivamente. 5–7.  
 Según datos de la OMS cerca de 1.000 millones de personas se encuentran 
afectadas por esta enfermedad (constituyendo el 40% de los adultos mayores de 25 
años). De este número se estima que un tercio desconoce que es hipertenso, y de 
aquellos con diagnóstico, aproximadamente un tercio no logra un control adecuado de 
la PA a pesar de la instauración del tratamiento adecuado. Se estima que la HTA causa 
aproximadamente nueve millones de muertes por año 7. 
En el año 2015 se realizó en la Argentina el segundo estudio RENATA-2 
(Registro Nacional de Hipertensión Arterial Estudio 2) llevado a cabo por la Sociedad 
Argentina de Cardiología (SAC) y la Federación Argentina de Cardiología (FAC) para 
establecer un diagnóstico de situación respecto del conocimiento, tratamiento y control 
de la HTA en nuestro país. Se encuestaron a 5931 individuos pertenecientes a 25 
ciudades en 18 provincias. La edad promedio de la población muestreada fue de 43 
años y el 44,6% fueron hombres 8. Los resultados obtenidos de este estudio revelaron 




(Figura 1) y más alta que la prevalencia detectada en el estudio RENATA realizado en 
el 2009 (33,5%) 9. Este aumento de prevalencia, en línea con los últimos informes de 
la OMS para la región de las Américas, es un problema compartido con el resto del 
mundo: se lo atribuye al crecimiento y envejecimiento poblacional, al consumo de 
dietas poco saludables, al exceso de peso, al consumo abusivo de bebidas alcohólicas, 
al aumento del sedentarismo y/o la exposición prolongada a factores estresantes 10.  
  
 Dados estos datos alarmantes, resulta de sumo interés el conocimiento de las 
causas y mecanismos por los que se produce la HTA y las enfermedades asociadas a 
ella para elaborar y aplicar políticas de salud dirigidas a reducir la mortalidad y la 
discapacidad que generan estas enfermedades no transmisibles. La prevención, el 
diagnóstico temprano y la instauración del tratamiento adecuado para lograr el control 
de la HTA son las piedras angulares para cumplir ese objetivo. 
 
1.1.2 Regulación de la Presión Arterial 
Los valores absolutos de la PA varían con la edad, el sexo y la raza. Mantener 
niveles normales de la PA, tanto sistólica como diastólica, es fundamental para el 
funcionamiento eficiente de órganos vitales como el corazón, el cerebro y los riñones, 
y para la salud y el bienestar en general 11.  




El valor de la PA está determinado por dos variables principalmente: el gasto 
cardíaco y la resistencia vascular periférica. Sus valores exhiben una distribución 
normal en la población general que indica que es el efecto neto de una multitud de 
factores independientes, cada uno con un pequeño efecto acumulativo 12. 
El gasto cardíaco depende en parte del volumen sanguíneo, que está 
determinado por la homeostasis del sodio y agua corporal total. El riñón desempeña 
un rol principal en la regulación de la homeostasis hidrosalina a través del sistema 
renina angiotensina (SRA). La angiotensina II (AngII) ejerce parte de su efecto sobre 
la volemia por efectos directos y por su capacidad para estimular la secreción de 
aldosterona, que a su vez aumenta la reabsorción de sodio en el túbulo distal. Por otro 
lado, cuando disminuye el flujo sanguíneo renal, la reducción en la tasa de filtrado 
glomerular (TFG) activa la función del SRA, con el consiguiente aumento de la 
reabsorción de sodio en los túbulos proximales por acción de la AngII, lo que resulta 
en la conservación de la homeostasis del sodio y la expansión del volumen sanguíneo. 
Los riñones también son el órgano diana de los péptidos natriuréticos. Estos péptidos 
son secretados por el miocardio auricular y ventricular en respuesta a la expansión de 
volumen sanguíneo e inhiben la reabsorción de sodio en los túbulos distales: de ese 
modo favorecen la excreción de sodio y agua. Además, cuando la función excretora 
renal se encuentra alterada, el aumento de la PA representa un mecanismo 
compensador que ayuda a restaurar el equilibrio de líquidos y electrolitos 3. 
 La resistencia vascular periférica está determinada principalmente a nivel 
arteriolar, y es influenciada por factores neurales y humorales. El tono vascular normal 
refleja un equilibrio entre las influencias humorales y neurogénicas vasoconstrictoras 
(entre ellas AngII, catecolaminas y endotelinas) y vasodilatadoras (como cininas, 
prostaglandinas y óxido nítrico (NO)). Los vasos de resistencia también exhiben 
fenómenos de autorregulación, de modo que el aumento local del flujo sanguíneo 
induce vasoconstricción refleja para proteger al órgano de la hipertensión tisular o 
vasodilatación a través de factores vasodilatadores tisulares cuando el flujo disminuye 








1.1.3 Fisiopatología de la HTA 
En 1960, Paige publicó la Teoría del Mosaico de la HTA (Mosaic Theory of 
Hypertension). Propone que las complejas interacciones entre la genética, el medio 
ambiente y las alteraciones adaptativas neurales, mecánicas y hormonales son las que 
determinan la aparición de la HTA, a través de sus influencias sobre el gasto cardíaco 
y/o la resistencia periférica 14 
Los factores genéticos desempeñan un papel fundamental en la patogénesis de 
la HTA, habiéndose identificado un componente de heredabilidad del 30-50% 11. En 
la actualidad el desarrollo de estudios de asociación del genoma completo (GWAS, 
sigla en inglés de Genome Wide Association Study), se han permitido asociar ciertos 
polimorfismos de nucleótido único (SNPs, sigla en inglés para single nucleotide 
polymorphism) con el desarrollo de HTA 12. Padmanabhan y col. publicaron en 2015 
una actualización del diagrama de Paige (Figura 2) proponiendo a la HTA como una 
patología de causa multifactorial que incluye alteraciones monogenéticas y 
poligenéticas, renales, hemodinámicas, endócrinas, humorales, neuronales, 
adaptativas y ambientales, entre otras. 
Se han identificado polimorfismos de diversos genes asociados al desarrollo de 
HTA, incluyendo a los genes del angiotensinógeno, de la enzima convertidora de 
angiotensina (ECA), del receptor AT1, de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial 
(eNOS), y del receptor del péptido natriurético tipo B 15. A pesar del esfuerzo de los 
investigadores para intentar dilucidar la génesis de la HTA, los estudios GWAS sólo 
explican una proporción baja de la heredabilidad de esta patología, restando aún el 
estudio de un gran porcentaje de genes desconocidos que podrían participar como 
causales de HTA. Esta brecha en la información se denomina actualmente como 
“heredabilidad perdida” 12,16. La herencia de patrones epigenéticos, es decir marcas en 
el ADN heredadas por interacción con el ambiente, podría explicar en parte la 
heredabilidad perdida 17 junto con la presencia de variantes raras 18. En resumen, la 
HTA esencial puede ser causa del efecto combinado de mutaciones o polimorfismos 





De los factores de riesgo medioambientales, los principales factores de riesgo 
modificables (relacionados al comportamiento) identificados como contribuyentes al 
desarrollo de la HTA son la dieta inadecuada (especialmente aquellas con excesiva 
ingesta de sal y de grasas, o con deficiencia de ciertos micronutrientes), el tabaquismo, 
la obesidad, el sedentarismo, el exceso de consumo de alcohol y el estrés 7,19. 
Dada esta interacción entre los factores genéticos y ambientales como causa de 
HTA, existe actualmente un gran interés en estudiar la relación entre el desarrollo fetal 
y la nutrición en épocas tempranas de la vida para determinar su impacto en la 
aparición de HTA y enfermedades cardiovasculares (ECV). Se ha demostrado que el 
estado nutricional durante periodos críticos al comienzo de la vida influye en la 
estructura y función corporal en la vida adulta. Esta relación ha dado lugar al desarrollo 
de la epigenética, especialidad que estudia la variación en la expresión genética 
generada por metilaciones del ADN en regiones ricas en dinucleótidos de citosina 
fosfato-guanina que generalmente se encuentran en regiones promotoras implicadas 
en la regulación de la transcripción génica, así como también por modificaciones de 
Figura 2: Actual teoría del mosaico para la HTA (Mosaic Theory of Hypertension). Modificado de 




histonas y microARN. Los cambios epigenéticos secundarios a cambios ambientales 
pueden persistir en la vida adulta y aumentar la predisposición a enfermedades 
cardiovasculares y metabólicas. Los cambios epigenéticos también pueden explicar 
por qué los insultos del desarrollo en una generación pueden tener consecuencias en 
generaciones posteriores 11,20. 
 
1.2 El Sistema Renina Angiotensina (SRA) 
El SRA es un sistema complejo que desempeña un papel importante en el 
control de las funciones cardiovasculares, renales y cerebrales 21,22. Juega un papel 
integral en la preservación de la estabilidad hemodinámica y en la regulación de la 
fisiología cardiovascular, controlando la PA y la homeostasis hidrosalina.  
El primer eje del SRA que se caracterizó fue el eje en el que la AngII, 
sintetizada a partir de la AngI por la ECA, interactuaba con el receptor AT1 para 
originar respuestas hemodinámicas que se resumen en vasoconstricción y retención 
hidrosalina. Sin embargo, en las últimas décadas se han caracterizado los actores 
principales de un eje que ejerce efectos contrarreguladores, que constituyen los nuevos 
péptidos y enzimas del SRA, configurando un eje vasodilatador y natriurético. Sus 
características serán detalladas a continuación. 
1.2.1 Eje Clásico del SRA 
Según el concepto clásico el SRA consiste en una cascada proteolítica de 
péptidos que actúan secuencialmente. El SRA ha sido considerado como un sistema 
hormonal circulante que comienza con la liberación de renina a la circulación, lo que 
desencadena la producción sistémica de un péptido presor, la AngII 23,24. Las células 
yuxtaglomerulares del riñón constituyen un sitio fundamental de síntesis, depósito y 
liberación de renina. 
La renina es una proteasa aspártica que se se sintetiza y se almacena en gránulos 
citoplasmáticos de las células epiteliales de la pared de la arteriola aferente 25. El 
triángulo delimitado por las arteriolas aferente y eferente, y la mácula densa, constituye 
el aparato yuxtaglomerular 26. La mácula densa está formada por un grupo de células 
modificadas del túbulo distal de la nefrona capaces de detectar cambios en la 
concentración de sodio del líquido tubular renal. Estas células sintetizan pre-prorenina, 




prorenina. La prorenina es inactiva por la presencia de un pro-segmento de 43 
aminoácidos  que obstruye la hendidura donde se encuentra el sitio catalítico 25. Esta 
puede ser activada a renina por proteólisis a cargo de la catepsina B o convertasa 1, las 
cuales clivan dicho pro-segmento. También presenta actividad por vías no proteolíticas 
mediante cambios del pH o de la temperatura, o a través del receptor de renina-
prorenina (RPR) que induce un cambio conformacional en la prorenina que expone su 
sitio catalítico 27. La prorenina puede ser también liberada a la circulación como tal 
25,28.  
La liberación de renina es desencadenada por diferentes estímulos: la 
disminución del flujo sanguíneo en la arteriola aferente del glomérulo renal, censado 
por los barorreceptores, la disminución de la concentración de sodio en el líquido 
tubular censada por la mácula densa, la estimulación simpática a través de receptores 
β1-adrenérgicos localizados en las células yuxtaglomerulares, y factores locales como 
catecolaminas, prostaciclina y la prostaglandina E 25. Existen también factores 
humorales que, como consecuencia de un aumento en el calcio intracelular inhiben la 
liberación de renina, como la AngII y la endotelina 25,29.  
Con la liberación de renina a la circulación se activa una cascada enzimática 
que lleva a la producción de la Ang II 24. El hígado sintetiza y libera a la circulación al 
angiotensinógeno, sustrato de la renina. Es una α2-globulina que contiene en su 
extremo N-terminal el decapéptido Angiotensina I (AngI). Por acción proteolítica de 
la renina sobre el angiotensinógeno, este es liberado a la circulación 30. En el paso 
siguiente la ECA, una dipeptidil carboxipeptidasa ubicada en la membrana de las 
células endoteliales, hidroliza a la AngI obteniéndose el octapéptido AngII 31. Además 
de mediar el clivaje de AngI en AngII, la ECA hidroliza una variedad de otros 
polipéptidos, incluyendo la bradiquinina, encefalinas y sustancia P. 
La AngII es el componente bioactivo principal del SRA. Este péptido 
interactúa con receptores específicos AT1 a través de los cuales puede producir 
vasoconstricción, aumento en la fuerza contráctil del corazón, estimulación del sistema 
nervioso simpático, y aumento en la reabsorción de sodio y agua (a través de una vía 
directa por su efecto sobre las células del túbulo contorneado proximal y a través de 
una de dos vías indirectas, la primera involucra la inducción en la síntesis de 
aldosterona en la glándula suprarrenal y la segunda la liberación de hormona 
antidiurética (arginina-vasopresina) por la neurohipófisis), entre otros 23. En conjunto, 
estos efectos llevan a un aumento de la PA. De esta manera, el SRA constituye un 




Diversos autores han comprobado que la estimulación del SRA y la elevación 
de los niveles de AngII por períodos prolongados producen efectos maladaptativos 
sobre sus órganos diana 23. En el sistema vascular la exposición prolongada a niveles 
aumentados de AngII induce hiperplasia del músculo liso, aumento en los 
componentes de la matriz extracelular y mayor respuesta contráctil a agentes 
vasoconstrictores, mientras que a nivel cardíaco induce hipertrofia del miocardio que 
puede llevar a la insuficiencia cardíaca 32,33. A nivel renal la estimulación crónica por 
niveles aumentados de AngII induce un aumento en la reabsorción tubular de sodio y 
agua, y tienen efectos profibróticos 34,35. A nivel del sistema nervioso central se ha 
vinculado a la AngII con una hiperactivación del sistema nervioso autónomo simpático 
36.  
Los receptores AT1 pertenecen a la familia de los receptores asociados a 
proteína G (RAPG) 37. En roedores han sido descriptos dos subtipos de receptores AT1: 
el AT1A y el AT1B. Estos tienen una homología del 95% en su secuencia de 
aminoácidos y son indistinguibles farmacológica y funcionalmente 38. La unión de la 
AngII a receptores AT1 activa diversas vías de señalización. Las más importantes para 
mencionar son la vía de la fosfolipasa C (PLC) cuyo efecto final es el aumento de la 
concentración de calcio intracelular y activación de la proteinquinasa C (PKC); la vía 
de la fosfolipasa A2 (PLA2), que estimula la producción de prostaglandinas y 
eicosanoides; y el sistema de tirosinas quinasas que activa la vía de las proteínas 
quinasas activadas por mitógenos (vía de las MAPKs) regulando la expresión genética 
y la transcripción proteica a nivel nuclear 37.  
La AngII puede también unirse al receptor AT2, mediando efectos contrarios a 
los descriptos por activación del receptor AT1. Es decir, induciendo vasodilatación, 
diuresis y natriuresis 39. El receptor AT2 tiene una estructura similar al receptor AT1 y 
también pertenecería a la familia de los RAPGs, aunque su señalización mediante 
unión a proteína G es hoy discutido 40. Los niveles proteicos del receptor AT2 son bajos 
en los tejidos adultos por lo que la mayor parte de los efectos de la AngII son mediados 
por la activación receptores AT1, que son más numerosos 39,41. Sin embargo, el 
contenido proteico del receptor AT2 se incrementa en condiciones patológicas como 
la HTA, la ateroesclerosis o el infarto de miocardio 37. Cuando la AngII se une al 
receptor AT2 induce vasodilatación y natriuresis por un mecanismo que involucra la 
síntesis de bradiquinina, NO, y nucleótido guanidina monofosfato cíclico (GMPc) 39,42. 
Se ha demostrado que el receptor AT2 antagoniza el efecto presor inducido por la 
activación del receptor AT1 mediante la formación de un heterodímero receptor AT1-




1.2.2 Nuevas Vías del SRA 
La AngII no es el único componente bioactivo del SRA, otros péptidos 
derivados del angiotensinógeno con actividad biológica han sido descriptos, los cuales 
tienen efectos biológicos similares, diferentes u opuestos a los descriptos para la AngII 
(figura 3), 24,44,45. La AngIII, formada a partir de AngII por acción de la aminopeptidasa 
A, es un péptido con actividad biológica similar a las de la AngII 46. A nivel del sistema 
nervioso central actúa como un agente presor tan potente como la AngII por 
estimulación de los receptores AT1, mientras que a nivel periférico induce natriuresis 
y diuresis por activación de los receptores AT2. La AngIII también estimula la 
producción de aldosterona, la generación de mediadores pro-inflamatorios, y el 
depósito de proteínas en la matriz extracelular 47–49.  
La AngIV se genera a partir de la AngIII por la actividad catalítica de la 
aminopeptidasa N, y directamente de la AngII por la actividad de la aminopeptidasa 
D. La AngIV aumenta el flujo sanguíneo renal, induce vasodilatación y mejora la 
función cardíaca 24,50. La AngIV también ejerce efectos a nivel del sistema nervioso 
central: mejora el aprendizaje y la memoria, y protege contra la isquemia cerebral. 
Tiene además efectos anticonvulsivantes y antiepileptogénicos 44. Las acciones de la 
AngIV están mediadas a través de la estimulación del receptor AT4, una 
aminopeptidasa de membrana regulada por insulina (IRAP, de insulin regulated 
aminopeptidase) 51. IRAP puede actuar como un receptor típico que transduce la 
información a través de la membrana celular 24. Sin embargo, también se ha descripto 
que la AngIV media sus efectos centrales mediante la inhibición de IRAP, aumentando 
la vida media de la hormona antidiurética, la oxitocina, la somatostatina y la 
colecistoquinina, todos sustratos de IRAP, que mejoran parámetros asociados con la 
cognición 24. 
La Angiotensina-(1-12) (Ang-(1-12)) se encuentra en el plasma y en varios 
tejidos de ratas Wistar (intestino delgado, corazón, la aorta y el riñón). Es un péptido 
de 12 aminoácidos derivado de angiotensinógeno 52–54. La administración periférica o 
central de Ang-(1-12) induce en la rata un aumento en la PA y dicha respuesta presora 
es bloqueada por la administración de inhibidores de la ECA (IECA) o antagonistas 
del receptor AT1  52,55. El precursor de la Ang-(1-12) es el angiotensinógeno, y se 
obtiene a través de un clivaje independiente de renina, funcionando como un camino 
alternativo a la vía clásica. 56,57 (Figura 3). A nivel sistémico, la ECA convierte la Ang-
(1-12) en AngI y posteriormente en AngII. En la corteza renal la neprelisina (NEP, de 




(1-7) y a Angiotensina V de manera directa, o a través de la formación previa de AngI 
57. En la circulación, la síntesis de la AngI dependiente de renina está favorecida por 
sobre la síntesis de AngI a partir de la Ang-(1-12) 57. Sin embargo, esto puede invertirse 
a nivel tisular dependiendo de la expresión local de las correspondientes proteasas. 
 En 2007, Jankowski y col. identificaron en el plasma humano un octapéptido 
vasoconstrictor derivado de la AngII y lo denominaron Angiotensina A. La A 
representa alanina, ya que la secuencia de aminoácidos de la AngA difiere de la AngII 
sólo en el primer aminoácido: alanina en lugar de aspártico 58. La AngA puede unirse 
a receptores AT1 y AT2 y media efectos vasoconstrictores e hipertensores, aunque con 
una menor potencia 45. 
En el año 2000 fue reportada una enzima homóloga a la ECA, la ECA2 59. La 
ECA2 es una proteína integral de membrana que expone su sitio catalítico a los 
péptidos circulantes 31. Es una carboxipeptidasa que cliva a la AngII generando el 
heptapéptido bioactivo Angiotensina-(1-7). La ECA2 también tiene como sustrato a la 
AngI para generar Angiotensina-(1-9), aunque con una eficiencia enzimática 400 
veces menor 60. Esta última puede ser convertida mediante clivaje por ECA o NEP en 
Ang-(1-7) 46. La NEP es una metaloproteasa zinc dependiente, ubicada en la membrana 
plasmática y distribuida de manera ubicua en diferentes tejidos 61 y tiene la capacidad 
de generar Ang-(1-7) independientemente de la ECA y de la ECA2 a partir de la AngI. 
Otras enzimas como la Thimet oligopeptidasa (TOP) y la prolilendopeptidasa (PEP) 
son fuentes de Ang-(1-7) por vías independientes de ECA. Tanto la Ang-(1-7) como 
la Ang II pueden, a su vez, ser generadas a partir de angiotensinógeno mediante una 
vía independiente de renina, a partir de la Ang-(1-12) 46 (Figura 3). La Ang-(1-7) es 
degradada por la ECA al fragmento inactivo Angiotensina-(1-5) 62 y por otras 
peptidasas a Angiotensina-(3-7) 46,63. 
La Ang-(1-7) se une a su receptor específico, el receptor Mas de la familia de 
los RAPG 64. Contrario a los efectos de la AngII cuando se une al receptor AT1, la 
Ang-(1-7) unida al receptor Mas media efectos vasodilatadores, anti-inflamatorios, 
anti-proliferativos, anti-trombóticos, hipotensores, cardio, cerebro y renoprotectores 
24,44,65–67. A pesar de que se ha atribuido capacidad a la Ang-(1-7) para mediar efectos 
a través del receptor AT2 en tejido cerebral 68, experimentos recientes no han aportado 
datos concluyentes en relación a sus efectos sobre el sistema cardiovascular. En los 
últimos años se ha observado que el bloqueo del receptor AT2 con PD123319, utilizado 
en experimentos de reactividad vascular con Ang-(1-7), es un inhibidor competitivo 




vasodilatador de la alamandina en anillos de aorta en ratones knock-out para el 
receptor AT2. También se ha demostrado que la Ang-(1-7) mantiene su efecto 
hipotensor en ratones knock-out para los receptores AT1 y AT2. Esto sugiere que los 
efectos cardiovasculares y renales de la Ang-(1-7) son mediados a través del receptor 
Mas, y no a través del receptor AT2 66. 
En los últimos años se adjudicaron efectos biológicos a otras Angiotensinas 
consideradas previamente como inactivas. Entre ellas la Ang-(3-7) cumple funciones 
importantes en el cerebro, actuando como un neuromodulador e induce un aumento en 
la PA en ratas que no depende de la activación del receptor AT1 69. 
La Ang-(1-9) puede ser convertida a Ang-(1-7) por la ECA y otras 
endopeptidasas 70–72 (Figura 3) y media efectos anti-proliferativos a través del receptor 
AT2 71,73, aunque su afinidad por este receptor es 100 veces menor que el de la Ang II 
72,73. La Ang-(1-9) ejerce efectos protectores contra la remodelación cardíaca inducida 
por Ang II, noradrenalina, HTA e hiperglucemia, por su interacción directa con el 
receptor AT2 o a través de su transformación en Ang-(1-7) 74.  
Otro miembro del SRA recientemente descripto es la alamandina 75,76 que 
puede ser originado por dos vías, a partir de la Ang-(1-7) o a partir de la AngA 45 
(Figura 3). La alamandina se une a los receptores MrgD (MrgD, de Mas related G 
protein coupled receptor) y produce efectos similares a los ejercidos por la Ang-(1-7) 
75. La AngA y la AngII se sitúan en un "cruce" del sistema, ya que pueden tener efecto 
vasoconstrictor y proliferativo en forma directa, o desencadenar efectos opuestos a 
través de su conversión en alamandina o Ang-(1-7) respectivamente, a cargo de la 






1.2.3 Vías de formación de Angiotensina II independientes de la ECA 
Existen caminos alternativos de transformación de la AngI en AngII que no 
requieren la presencia de la ECA. Estos se dan través de otras enzimas como la 
quimasa, la catepsina G y la CAGE (Chymostatin-sensitive Ang II Generating 
Enzyme). 
La quimasa es una serinproteasa presente en los mastocitos, y se considera que 
es la proteasa predominante en la formación de AngII a partir de AngI a nivel cardíaco 
en seres humanos, que además tiene una potencia catalítica 20 veces mayor que la 
ECA 77,78. La quimasa es ubicua, y se la ha relacionado a múltiples patologías humanas 
en múltiples tejidos 79. En tejido cardíaco se la ha localizado también en los 
fibroblastos, y sería esta la fuente más abundante de quimasa a nivel cardíaco en 
Figura 3: Esquematización de las vías del sistema renina angiotensina, con sus péptidos, enzimas y receptores 




corazones sometidos a sobrecarga de volumen 79. La actividad de quimasa aumenta en 
situaciones patológicas como en la hipoxia 80,81, estiramiento hemodinámico 82, e 
hiperglucemia 83,84. 
A pesar de que la vía de las quimasas parece ser una fuente importante de AngII 
tisular en múltiples procesos patológicos en seres humanos, el papel que desempeña 
en roedores, especialmente en ratas, sería muy marginal ya que las dos isoformas de 
quimasa murina clivan la AngI para formar dos fragmentos inactivos: Ang-(1-4) y 
Ang-(5-10). Estudios experimentales han demostrado que en ratas, la formación de 
AngII se puede inhibir por completo con un IECA, mientras que la administración de 
quimostatina (un bloqueante de quimasas) no produce ningún efecto en la producción 
de AngII 85. Otros autores han vinculado la quimasa murina con la formación de AngII 
a partir de otro sustrato, la Ang-(1-12) 54,86. 
En ratas se ha identificado a la elastasa-2 murina (E2m) como una fuente de 
AngII independiente de ECA, que es también una serinproteasa sensible a 
quimostatina 64,87,88. Parecería estar distribuida en múltiples tejidos, ya que el ARNm 
de E2m se ha ubicado en tejido pancreático, pulmón, corazón, riñón, hígado, bazo y 
carótida 64. Además de formar AngII a partir de AngI, la E2m tiene capacidad para 
formar AngII directamente a partir del angiotensinógeno 89,90. Becari y cols. 
demostraron no solo que la E2m y ECA participan en conjunto de la conversión de 
AngI a AngII en condiciones fisiológicas 87, sino que también han observado que el 
tratamiento de SHR y de ratas normotensas con enalapril aumenta la proporción de 
AngII generada por E2m. Este mecanismo sensible a quimostatina esta marcadamente 
aumentado en las carótidas y corazón de SHR, donde se vio un aumento significativo 
en la expresión de ARNm de E2m en las ratas que recibieron enalapril 91. 
 
1.2.4 Efectos no hemodinámicos de la AngII 
Además de sus funciones hemodinámicas, en las últimas décadas se ha 
comenzado a caracterizar el rol de la AngII como inductor de cascadas inflamatorias, 
profibróticas y proliferativas. 
Numerosos trabajos han demostrado el efecto de la AngII como activador del 
factor nuclear kappa beta (NF-κβ) a nivel citoplasmático en muchos tejidos, tanto a 
través de su vía clásica como de la vía no-clásica 92. Sin embargo, existe controversia 




que tanto la estimulación de AT1 y AT2 eran capaces de activar NF-κβ en cultivos 
celulares 93. Ruiz-Ortega y col también lo habían demostrado en células musculares 
lisas vasculares, ya que ratones knock-out para AT1 también tenían una respuesta de 
activación de NF-κβ inducida por AngII. Luego demostraron que el bloqueo 
secuencial de los receptores AT1 y AT2 solo atenuaba parcialmente la activación de 
NF-κβ 94. Trabajos previos habían demostrado la capacidad de bloqueantes específicos 
de AT1 y AT2 para reducir la expresión de NF-κβ en forma diferencial según el tejido, 
ya que el bloqueo de AT1 reducía la actividad de NF-κβ en células glomerulares y 
tubulares, mientras que el bloqueo de AT2 atenuaba su activación solo a nivel 
glomerular y en células inflamatorias 95. Trabajos más recientes han evidenciado en un 
modelo murino de diabetes tipo 2 inducido por estreptozotocina que la activación de 
NF-κβ es dependiente de AT1, mientras que la activación de AT2 reprime su activación 
en tejido renal 96. Si bien no se ha dilucidado bien el mecanismo por el cual los mismos 
receptores pueden tener diferentes respuestas activadoras, en todos los casos la 
exposición a AngII indujo la activación del sistema NF-κβ. 
El NF-κβ tiene la propiedad de activar la expresión de cito y quimioquinas, 
presentación de inmunoreceptores, expresión de moléculas de adhesión celular y de 
presentación antigénica, e inducción de proteínas de fase aguda en el hígado. Por ello 
se lo considera uno de los ‘reguladores maestros’ de la inflamación 97. Estos efectos 
los logra mediante la interacción con los promotores de genes que regulan el 
metabolismo, la síntesis proteica y la función de canales iónicos, y genes que expresan 
citoquinas, factores de crecimiento y de transcripción 98. Entre ellos, en NF-κβ es capaz 
de inducir la síntesis de TNF-α e IL-6 99. 
Además de inducir la activación de NF-κβ, la AngII es capaz de potenciar al 
sistema inmune innato a través de otros sistemas inflamatorios, por ejemplo, 
aumentando la expresión de receptores tipo Toll 4 (TLR4). En células mesangiales se 
ha observado que esto, en conjunto con la activación de NF-κβ, resulta en un aumento 
en la expresión de citoquinas proinflamatorias como IL-6 100. Efectos similares se han 
observado en células tubulares, donde la AngII induce un aumento en la expresión de 
TLR4 quien consecuentemente induce la activación de NF-κβ 101. La AngII es capaz 
de inducir la síntesis de otras citoquinas proinflamatorias como TNFα en fibroblastos 
cardiacos 102. 
En los últimos años incluso se ha demostrado que el estrés oxidativo inducido 
en forma directa y a través de la depleción de los mecanismos antioxidantes puede a 




en células de musculo liso aórtico humano 103. En células de línea neuronal se han 
observado fenómenos parecidos 104,105. Esto se explicaría a través de la existencia de 
un sitio de unión para NF-κβ en el promotor del gen del receptor AT1 106. A su vez, 
también se ha demostrado un aumento en la expresión de AT1 en fibroblastos cardiacos 
en respuesta a la estimulación por TNFα e IL-1β, mecanismo también mediado por 
NF-κβ 107. Adicionalmente se ha demostrado que la propia AngII puede aumentar la 
expresión de AT1 por mecanismos mediados por NF-κβ, al menos en neuronas 108. 
Respecto del rol de la AngII como factor profibrótico, se ha demostrado que la 
AngII induce la producción de colágeno tipo I en células de musculo liso vascular a 
través de la activación del gen del procolágeno tipo I y tipo III por la vía de la 
MAPK/ERK. Estos efectos estarían mediados en parte a través del receptor AT1 109,110. 
A su vez, la AngII potencia la síntesis de TGF-β y el depósito de colágeno. Se ha visto 
además que el bloqueo de TFG-β, que fue previamente inducido por AngII, inhibe el 
aumento en el depósito de colágeno en la matriz extracelular 111. Otro factor inducido 
por AngII es el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGD), inducido por las 
vías del ERK y JNK 112. 
Levy y cols. han demostrado que la señalización a través de AT2 también 
participa del efecto hipertrófico en la pared vascular. En un modelo murino de HTA 
inducido por AngII observaron que el bloqueo crónico de AT2 no modifica la 
hipertrofia cardiaca, pero antagoniza el crecimiento del musculo liso vascular e impide 
la hipertrofia de la capa media. Inversamente, el bloqueo del receptor AT1 con losartan 
no impidió el remodelado vascular 113. Los mecanismos por los que la AngII produce 
hipertrofia de la pared vascular podrían involucrar a microARNs y otros factores de 
transcripción regulados por AngII como las MAPK, que serían los responsables de 
inducir un cambio fenotípico en las células musculares lisas de ‘contráctil’ a 
‘proliferativo’ 114. 
A nivel cardíaco se ha demostrado que la AngII tiene efectos en el remodelado 
cardíaco que son independientes de su efecto presor, y se han demostrado cascadas de 
señalización que conducen a la hipertrofia cardíaca in vitro 115. Los efectos 
hipertróficos son mediados por AT1, y pueden conducir tanto al remodelado adaptativo 
(hipertrofia concéntrica del VI) como al maladaptativo (miocardiopatía dilatada) 116. 
Las cascadas de señalización relacionadas con estos efectos están mediadas por al 
menos tres MAPK: p38 kinasas, JNK y ERK 1/2 117: ERK 1/2 se ha asociado al 
remodelado adaptativo con aumento del espesor de los cardiomiocitos 118, mientras 




como mediador apoptótico 116,117,119. Estas vías finalizan en la activación de factores 
de transcripción como NF-κβ, proteína activadora 1 (AP-1) y Smad, que interactúan 
con TFG-β para iniciar la transcripción de genes que conducen al remodelado cardíaco 
120–123. 
De estos últimos, el NF-κβ es un factor de trascripción sensible a los cambios 
del estado de óxido-reducción celular, y se ha vinculado el aumento de las ERO con 
la activación de factores como NF-κβ y el AP-1, así como con la promoción de la 
activación de MMP 124–126. Por ello se postula que el remodelado hipertrófico mediado 
por AngII depende del aumento de ERO en condiciones patológicas 123,127–129, lo que 
estaría mediado por diferentes isoformas de la NADPH oxidasa (Nox) 128,130. La Nox-
2 parecería cumplir un papel importante en la señalización a través de ERK 1/2, NF-
κβ y otros factores de transcripción que conducen a hipertrofia mediada por AngII 
131,132. A su vez, la activación de MMP mediada por AngII estaría influenciada también 
por el aumento de las ERO 133,134. Finalmente, otro mediador que ha demostrado ser 
importante en la hipertrofia cardíaca es el TNF-α, que además de ser activado por la 
AngII 135,136, comparte vías de señalización con esta que determinan remodelado 
hipertrófico cardíaco. De hecho, en modelos murinos knock out para TNF-α se 
demostró que es imprescindible para promover la hipertrofia mediada por AngII 123,137. 
Respecto de los efectos profibróticos de la AngII, el paso necesario para iniciar 
este proceso es la diferenciación de los fibroblastos cardíacos en células 
miofibroblásticas, que se caracterizan por la expresión de α-actina de músculo liso y 
aumento en la producción de proteínas de la matriz extracelular. Esta diferenciación, 
además de su estimulación por AngII, también requiere de la activación de TGF-β. 
Este último a su vez aumenta la expresión de AT1 138, receptor que a través de la unión 
con AngII también funciona como activador de la trascripción de TGF-β 139, creando 
mecanismos de retroalimentación positiva. La inducción de TGF-β también aparenta 
ser un fenómeno dependiente del aumento de ERO 121,129,139, en la cual uno de los 
protagonistas sería la Nox-4 140. Las vías de señalización del TGF-β que promueven la 
fibrosis miocárdica serían algunas de las ya implicadas en el proceso de hipertrofia: 
p38 MAPK y AP-1 121,139. En estos casos la AngII no solo estimula la síntesis de 
endoglina en fibroblastos cardiacos a través de AT1, favoreciendo el depósito de 
colágeno 141, sino que además posee efectos aditivos con TGF-β, quién también 
estimula la síntesis de colágeno por una vía dependiente de serpinaE2/proteasa nexina-




El proceso de fibrosis miocárdica no es solamente función del depósito de 
colágeno en la matriz, sino del balance entre depósito y degradación a cargo de las 
MMP. El efecto neto esta dado por el equilibrio entre las MMP y el inhibidor tisular 
de metaloproteasas (TIMP) 116,138,143. Estas proteínas también han demostrado estar 
bajo la influencia de la AngII, a través de AP-1 y NF-κβ, que pueden aumentar la 
expresión de uno o ambos componentes 127,144. Estos a su vez están influenciados por 
la actividad de TGF-β y el estado de óxido-reducción celular 138,145,146. 
Además de sus efectos directos sobre el remodelado cardíaco a través de AT1 
encontrado en cardiomiocitos y fibroblastos cardíacos, la AngII participa de la fibrosis 
cardíaca en forma indirecta. Estos efectos indirectos son mediados por los 
mineralocorticoides, principalmente la aldosterona, a través de un mecanismo 
dependiente de calcio 147. Según trabajos publicados, los receptores de 
mineralocorticoides contribuyen a la activación de NADPH oxidasa que son 
dependientes de AngII, ya que su activación y la fibrosis miocárdica pueden ser 
inhibidas in vivo mediante la administración de bloqueantes de los receptores 148. 
A nivel renal se han hecho observaciones similares. Los fibroblastos del 
intersticio renal poseen AT1, y la AngII es capaz de inducir eventos proliferativos tales 
como síntesis de TGF-β (factor que favorece el depósito e inhibe la degradación de 
proteínas de la matriz extracelular), hiperplasia y acumulación de matriz extracelular. 
Esto lo lograría a través de vías dependientes de la movilización de calcio, PKC y 
tyrosinas-kinasas. También se ha observado que la AngII induce hiperplasia e 
hipertrofia en células mesangiales, e hipertrofia sin hiperplasia en las células tubulares 
renales 149. 
En fibroblastos de diferentes líneas se ha evidenciado además la expresión de 
ARNm de angiotensinógeno y marcación positiva para ECA, AngI y AngII, por lo que 
estas células podrían presentar un SRA intracelular propio 149. 
 
1.2.5 SRA tisular 
El conocimiento del SRA ha avanzado notablemente en los últimos años desde 
un sistema endocrino lineal a un concepto nuevo que agrega a la visión clásica una 
serie de SRA locales y tisulares. Esto se debe a que en un mismo tejido se expresan y 
son funcionales todos los componentes del SRA. Esto expande la visión del SRA como 




tisular global con efectos endocrinos, paracrinos y autocrinos que contribuyen a la 
función local de cada tejido 23,150–153. 
El SRA es uno de los blancos terapéuticos más apuntados para el tratamiento 
de la HTA dada la hiperactivación de la vía clásica que se observa en esta patología 
36,154,155. Todos los péptidos precursores y enzimas del SRA, así como sus receptores, 
han sido localizados en varios tejidos tales como el corazón, la pared arterial, las 
glándulas adrenales, el riñón, las gónadas y el cerebro, entre otros 152,156,157. Estos 
hallazgos amplían el potencial para el universo terapéutico de las enfermedades 
cardiovasculares y renales mediante la manipulación farmacológica del SRA. 
SRA tisular cardíaco 
La síntesis de varios componentes del SRA en el corazón 158 o su captación 
desde el plasma 159 hace posible la síntesis local de AngII. Estudios previos realizados 
en cerdos sanos indicaron que hasta un 75% de la AngII cardíaca es de síntesis local 
160, de hecho, Danser y Deinum sostienen que la mayor parte de la AngI y la AngII se 
sintetizan localmente porque la renina circulante de origen renal es captada desde la 
circulación por el tejido cardíaco 28. No sólo hay síntesis local de AngII en el corazón 
a partir de renina local o circulante, sino que el complejo AngII-AT1, formado por la 
unión de la AngII circulante a su receptor, es internalizado, contribuyendo a los niveles 
intracardíacos de AngII y otras Angiotensinas derivadas de la misma 153. En humanos 
el curso clínico de la insuficiencia cardíaca se asocia con un aumento progresivo de la 
formación local de AngII 161. 
Estudios en ratones transgénicos mostraron que cuando las condiciones de 
carga hemodinámicas no se modifican, la AngII de origen cardíaco no altera el tamaño 
ni la función del corazón 162. Sin embargo, en animales hipertensos, la AngII cardíaca 
promueve la inflamación, el estrés oxidativo y la muerte celular contribuyendo a la 
hipertrofia y fibrosis cardíacas 163. 
SRA tisular renal  
Todos los componentes del SRA, incluyendo a AT1 y AT2, son localmente 
expresados y sintetizados en el riñón, y se encuentran tanto en el riñón fetal como en 
el adulto 156,164,165. 
El contenido de AngII en el riñón es significativamente mayor que en otros 




circulación, se ha demostrado que la formación de este péptido ocurre también en 
forma local por acción de la ECA presente en las células del ribete en cepillo del túbulo 
proximal sobre la AngI. Además, la AngII puede auto-amplificar su producción, 
estimulando la transcripción y síntesis proteica de angiotensinógeno renal. 
Se han observado niveles aumentados de angiotensinógeno intrarrenal en 
modelos experimentales de enfermedad renal, apoyando el concepto de que el SRA 
local desempeña un papel importante en el desarrollo y progresión de la enfermedad 
renal 167. También se demostró que el SRA renal está activado en la insuficiencia 
cardíaca y que la producción local de AngII influencia directamente al equilibrio 
hemodinámico a través de la reabsorción tubular de sodio, promoviendo la retención 
de fluidos y el aumento de la PA 168. 
 
1.2.6 Desarrollo renal y SRA 
 El SRA es un importante regulador de la PA y del balance hidrosalino. 
Numerosos estudios indican que el SRA juega un papel importante en la etiología de 
la hipertensión arterial programada por agresiones in utero, dado que es crucial en el 
crecimiento, desarrollo y función de muchos órganos incluyendo el riñón, el corazón 
y la placenta 169.  
En la nefrogénesis murina normal, todos los componentes del SRA comienzan 
a expresarse en forma intensa aproximadamente a partir del día 12 de vida embrionaria 
38,170. En un principio, la expresión de AT2 es mucho mayor que la de AT1. La 
expresión de ambos continúa aumentando hasta el día 20 de la vida embrionaria 
cuando se iguala la abundancia de ambos 170. Luego del nacimiento, el riñón murino 
continúa su desarrollo, aproximadamente por dos semanas más, período que se ha 
equiparado con el tercer trimestre en humanos 171,172. A partir del nacimiento el 
receptor AT2 comienza disminuir su densidad hasta volverse prácticamente 
indetectable en el riñón adulto 170,173. En cambio, la densidad de AT1 continúa 
aumentando hasta llegar a un pico aproximadamente el día 7 de vida 170,174. Además 
de tener un patrón de expresión temporal diferente, ambos receptores se localizan con 
mayor densidad en tejidos diferentes: AT2 se expresa principalmente en el tejido 
mesenquimático poco diferenciado, mientras que AT1 se expresa preferencialmente en 
estructuras vasculares, glomérulos y segmentos tubulares más maduros, como túbulos 
colectores y asa gruesa de Henle 170,173–175. La Ang II, al interactuar con AT1, media el 




Por el contrario, AT2 tiene acciones antiproliferativas, y actúa mediando procesos 
apoptóticos 177.  
Estudios previos han demostrado el papel crítico del SRA como mediador de 
la nefrogénesis. El bloqueo de AT1 durante el período nefrogénico posterior al 
nacimiento induce una disminución del número de glomérulos en la corteza renal, 
asociado a signos de hipertrofia y acortamiento de las arterias pre-glomerulares. En la 
médula renal se observan signos de hidronefrosis, así como atrofia y agenesia de la 
médula interna, que se asocia a una reducción en el crecimiento y desarrollo de la 
vasculatura post-glomerular, en particular de los vasa recta. Todo ello condiciona una 
reducción de la función renal, un defecto en la capacidad de concentración de orina, y 
un aumento de la PA 171,175,178–181 177. El bloqueo de AT2 en cambio no ha demostrado 
cambios significativos en la nefrogénesis murina 182,183.  
Numerosos investigadores han examinado el papel de SRA en la etiología de 
la disminución del número de glomérulos y la HTA en modelos de programación fetal 
184,185. Diferentes modelos de programación fetal, como dietas maternas con bajo 
contenido de proteínas, exposición a glucocorticoides e hiperglucemia intrauterina 
muestran alteraciones de la actividad del SRA, HTA y disfunción renal en el animal 
adulto 186–188.  
La reducción del número de nefrones que ocurre por restricción proteica 
gestacional está asociada con una reducción marcada del ARNm de la renina y en los 
niveles tisulares de AngII en las crías al nacimiento 189. La reducción de la actividad y 
expresión del SRA tisular y sistémico también fue observada en otros modelos de 
programación fetal 184. Estudios recientes en riñones de fetos humanos que tuvieron 
RCIU mostraron una disminución en la expresión de renina y angiotensinógeno, y un 
aumento de la apoptosis renal 190.  
 
1.3 Programación fetal de enfermedades cardiovasculares y renales 
En 1988 David Barker publicó estudios realizados en una muestra de la 
población británica, donde estableció una asociación entre la mortalidad por ECV y la 
restricción del crecimiento intrauterino (RCIU). Descubrió que existía una relación 
inversa entre el peso al nacer y la PA en la vida adulta, por lo que postuló que la HTA 
es el nexo entre un ambiente intrauterino adverso y el riesgo de mortalidad por ECV 




programación fetal. Sostiene que una injuria nutricional intra útero, además de causar 
RCIU y bajo peso al nacer (BPN), pondría en marcha respuestas adaptativas que 
podrían traer ventajas inmediatas, al aumentar la supervivencia perinatal después de 
atravesar un ambiente intrauterino adverso, pero que programarían en el individuo una 
menor capacidad funcional para su vida posterior. Esto en el largo plazo podría 
predisponer al desarrollo de enfermedades endócrinas, metabólicas, cardiovasculares 
y renales en la vida adulta. Se propone además que estas respuestas adaptativas podrían 
ser perjudiciales para aquellos individuos que en la vida postnatal se enfrentan con 
ambientes nutricionalmente ricos 192,193. Numerosos estudios epidemiológicos y 
experimentales sugieren que las enfermedades cardiovasculares y renales pueden ser 
programadas durante la vida intrauterina 194–199. 
Diferentes modelos en ratas, ovejas, conejos y cerdos han sido descriptos para 
inducir un ambiente fetal adverso y semejar las condiciones de RCIU en humanos. 
Dentro de los mismos se encuentran la restricción dietaria global 200, la restricción 
proteica durante el embarazo 189,201,202, la hipoxia crónica generada en la madre durante 
el periodo gestacional 203, la insuficiencia placentaria 204,205, el tratamiento prenatal con 
glucocorticoides 206–208, la deficiencia de hierro 209,210 y la alta ingesta de grasas 211,212, 
entre otros.  
La desnutrición global y la restricción proteica durante el periodo gestacional 
en ratas y ovejas resultan en crías con BPN que posteriormente desarrollan un marcado 
aumento de la PA en la adultez 202,213,214. Más aún, la magnitud de los cambios 
observados en la PA mostró depender del grado de restricción proteica inducido 
durante la gestación 215,216. En modelos de programación fetal inducidos por una 
disminución de la perfusión placentaria en ratas a partir del día 14 de gestación también 
se observó que las crías macho y hembra presentaban una reducción del 12% en el 
peso al nacer y un aumento de la PA media a las 4 semanas de edad 215,217. 
Los mecanismos que conducen a la programación de estos eventos parecen ser 
multifactoriales y dependientes del tipo de desnutrición y de las adaptaciones fetales 
desarrolladas durante periodos críticos de la organogénesis. Estas adaptaciones 
determinarían la capacidad funcional de los sistemas cardiovasculares y renales. 
Dentro de estos mecanismos se podría enumerar cambios epigenéticos en la regulación 
de genes, variaciones en la estructura de órganos, procesos de remodelación apoptótica 




Brenner y cols fueron los primeros en postular que una reducción en el área de 
filtración renal, resultado de una disminución en el número de glomérulos y/o del área 
de filtración por glomérulo, constituye una anormalidad morfológica renal 
fundamental para el inicio de la HTAe 193,220,221. Más aún, estudios realizados en 
humanos y en modelos animales de programación fetal demostraron que el BPN es un 
factor de riesgo para el desarrollo de un menor número y volumen glomerular 193,222. 
Se propone que en respuesta a la reducción en el número de nefronas se produce 
una hipertrofia compensadora de los glomérulos remanentes que conduciría a un 
aumento en la TFG de cada nefrona. A pesar de esta respuesta adaptativa 
compensatoria, se observa igualmente una reducción en la superficie filtrante renal que 
conduce a la retención de sodio, la disminución de la TFG global, y el subsiguiente 
aumento de la volemia y la PA. La HTA sistémica luego originaría hipertensión y 
esclerosis glomerular, y proteinuria, lo cual perpetúa el aumento de la PA y conduce a 
una progresiva pérdida glomerular 223,224. 
Trabajos experimentales han propuesto un gran número de mecanismos que 
conducen a la disminución del número de glomérulos y a un estado hipertensivo 223. 
Estudios realizados en modelos animales de programación fetal inducidos por 
restricción proteica gestacional e insuficiencia placentaria mostraron que la reducción 
de nefrones se asoció a la disminución en la expresión de factores antiapoptóticos 
(Bcl2, Pax-2) y a un aumento de los proapoptóticos (p53 Bax, caspasa 3) en el riñón 
223,225,226. 
Cambios epigenéticos en el ADN, inducidos por la metilación de nucleótidos 
de citosina en secuencias citosina-guanina (CpG), representarían uno de los 
mecanismos a través de los cuales un ambiente intrauterino inadecuado altera la 
regulación de la apoptosis durante el desarrollo de órganos clave como el riñón. 
Determinados nutrientes que son cofactores y dadores de grupos metilos, como la 
colina, la niacina, el ácido fólico, la vitamina B12, la vitamina C, la metionina, el 
glutatión (GSH), el zinc y el selenio, regulan epigenéticamente la expresión genética. 
Las deficiencias de estos micronutrinetes durante el desarrollo temprano pueden 
resultar entonces en anomalías estructurales y bioquímicas que persisten hasta la 
adultez 223,227,228. 
Dada la importancia del papel del SRA en la organogénesis renal, la supresión 
del mismo durante el desarrollo podría tener un papel clave en los cambios 




178. La disminución en el número de glomérulos y el aumento de la PA observado en 
las crías nacidas de ratas expuestas a una restricción proteica durante la gestación se 
asoció a una disminución del ARNm de renina y de AngII renal 189. Una activación 
inapropiada del SRA renal luego del periodo nefrogénico parece estar también 
asociado con el establecimiento de la HTA en la vida adulta 223. 
La activación del sistema nervioso simpático podría también contribuir a la 
HTA asociada con el BPN, dado que se han observado niveles elevados de 
norepinefrina en modelos animales de programación fetal por restricción proteica 
gestacional, insuficiencia placentaria e hipoxia prenatal 229,230. 
Estudios clínicos y en modelos animales de programación fetal mostraron que 
el BPN y la HTA en la vida adulta se encuentran también asociados con alteraciones 
de la función endotelial ligados a las alteraciones del sistema del NO y al aumento de 
las especies reactivas de oxígeno (ERO). Brawley L y cols mostraron que las crías de 
rata expuestas a restricción proteica durante la vida intrauterina presentan una 
alteración en la relajación vascular dependiente e independiente del NO endotelia 
231,232. Franco y cols a su vez demostraron que las crías nacidas de madres desnutridas 
presentaban una menor expresión de la enzima eNOS, y una menor actividad de la 
NOS en la aorta 231,232. La menor actividad del sistema del NO en los vasos sanguíneos 
se debería a un aumento de las ERO, que disminuye la biodisponibilidad del NO. En 
el modelo de desnutrición intrauterina global, se observó una disminución en la 
actividad de la SOD, un aumento en la actividad de la NADPH oxidasa y un aumento 
en las concentraciones del anión superóxido 231. En este modelo el tratamiento de las 
crías con vitamina C y E (agentes que actuarían como reductores del estrés oxidativo) 
atenuó tanto a la HTA como a la disfunción endotelial 233. Estos trabajos demuestran 
que un ambiente intrauterino adverso puede resultar en una menor biodisponibilidad 
de NO y en un aumento del estrés oxidativo, los cuales pueden contribuir a la 
disfunción endotelial y a la programación fetal de la hipertensión en la vida adulta.  
 
1.3.1 Diferencias de sexo en modelos de programación fetal de ECV 
Las diferencias entre sexos observadas en modelos de programación fetal 
mediante una injuria durante el desarrollo están determinadas principalmente por 
diferencias en los patrones del desarrollo (genéticos, transcripcionales y 
morfológicos), el momento de la injuria, y por la influencia de la exposición a 




menor riesgo de enfermedad cardiovascular que los machos debido principalmente a 
la protección estrogénica, diferencia que desaparece luego de la menopausia y en 
modelos experimentales de ovariectomía en etapas temprana de la vida 235,236. Diversos 
estudios demostraron la susceptibilidad masculina a la injuria renal 237,238, y otros la 
susceptibilidad femenina a las alteraciones placentarias 239,240. 
En muchos modelos de programación fetal en ratas de ambos sexos se 
evidenció mayor susceptibilidad al desarrollo de HTA en los machos 186,215,237,241. 
Ojeda y cols. demostraron que la RCIU en ratas macho programa HTA que se asocia 
a una sensibilidad aumentada a la exposición aguda con AngII, ambos fenómenos 
dependientes de testosterona 236,242. En el mismo modelo, demostraron que las hembras 
normotensas después de la pubertad podían desarrollar HTA si eran privadas de 
estradiol: en esta situación también evidenciaban una sensibilidad aumentada a la 
exposición aguda con AngII 215,235,243. En un modelo de estrés neonatal Loria y cols. 
demostraron que la aparición de HTA mediante una infusión crónica de AngII era 
dependiente de testosterona en los machos, mientras que en las hembras la aparición 
de HTA estaba atenuada 244. Esta dependencia de la respuesta presora con los 
esteroides sexuales también se ha evidenciado en modelos de injuria fetal por 
exposición a nicotina 245. Estos trabajos indican que los esteroides sexuales juegan 
también un papel central en el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular 
programada por insuficiencia placentaria. 
Sin embargo, no queda claro que el papel de los esteroides sexuales sea el 
mismo en todos los modelos de injuria fetal. En la restricción proteica materna 
moderada se observó la programación de HTA en las crías macho, pero fue un evento 
independiente de la testosterona circulante. En las crías hembra se observó que la 
programación de HTA requería una restricción proteica severa, aunque no se evaluó 
el papel del estradiol en ese modelo 246. 
Otros trabajos en cambio observaron que la injuria prenatal afectó 
principalmente a las crías hembra. En un modelo de programación fetal con dieta rica 
en grasas se observó un aumento de la PA solo en las hembras 212. La exposición a 
etanol durante el desarrollo fetal produce hipertrofia ventricular sólo en las crías 
hembras 247. Por lo tanto, las diferencias de sexo observadas en la programación fetal 
estarían determinadas no solo por el tipo de injuria, sino también por la duración y el 





 No están claros los mecanismos por los cuales se desarrolla esta 
susceptibilidad diferencial dependiente del sexo ante la exposición a diferentes 
agresiones durante la vida prenatal y postnatal temprana. Estudios en ratones 
demostraron que las placentas de las crías hembra se adaptan mejor que la de los 
machos ante diversas injurias prenatales 239,240,247. Esto permitiría amortiguar los 
efectos de un ambiente intrauterino adverso, manteniendo los fetos hembra en mejores 
condiciones. En términos energéticos la biología evolutiva postula que los mamíferos 
masculinos son “más costosos” que las hembras para la madre gestante. Por ello, la 
energía invertida en adaptaciones tisulares ante diversos estresores estaría invertida 
preferencialmente en la descendencia femenina, ya que su fisiología general y 
reproductiva debe ser preservada para asegurar la reproducción y lactancia 248,249. Estos 
mecanismos adaptativos se observan en modelos de programación fetal donde, en una 
misma camada, el desarrollo somático de las crías macho no es priorizado respecto al 
de las crías hembras 213,215,238,241,246. 
En resumen, varios modelos de programación (tanto por injuria fetal como por 
injuria en etapas tempranas de la vida) han establecido importantes diferencias entre 
sexos en la PA, tanto en estado basal como en la respuesta presora ante la exposición 
aguda y crónica a AngII. Muchos de estos modelos sugieren que la testosterona posee 
una influencia prohipertensiva, mientras que los estrógenos contribuyen a tener un 
efecto antihipertensivo. Este efecto no se observó en forma uniforme en todos los 
modelos estudiados, lo que sugiere que la interacción entre los diferentes sistemas es 
más compleja e involucraría a otros actores 250. 
Los esteroides sexuales estarían ejerciendo estos efectos mediante la expresión 
diferencial de los elementos de las dos vías del SRA. La insuficiencia placentaria 
genera un aumento marcado de la ECA renal en crías macho hipertensas, mientras que 
las hembras con RCIU no desarrollan HTA en la adultez evidencian un aumento en la 
expresión renal de ECA2 251. La ovariectomía no solo reduce la expresión renal de 
ECA2, permite la aparición de HTA, suprimible mediante la administración de un 
IECA 235. Modelos similares de insuficiencia placentaria programan un aumento en la 
expresión de AT1 en crías macho con HTA, sin cambios en las crías hembra 
normotensas 252. En un modelo de restricción proteica moderada durante la gestación 
se observó un aumento en la expresión de AT2 en crías hembra, sin cambios en las 
crías macho 253,254. En ratas macho se ha evidenciado que la expresión preferencial de 
la vía clásica del SRA es dependiente de testosterona 255. En las hembras se ha 
observado que el estrógeno favorece la expresión de la vía no-clásica mediante un 




en ratas hembra en respuesta a la exposición crónica a AngII 256. Además, las ratas 
macho exhiben mayor densidad del receptor AT1 en tejido renal en comparación con 
las hembras, mientras que las hembras exhiben mayor expresión renal de AT2 257,258. 
Estos trabajos sugieren que la HTA programada por injuria gestacional podría 
deberse a un aumento en la expresión de los componentes de la vía clásica 
(vasoconstrictora) del SRA, mientras que la aparente protección conferida a las crías 
hembra podría deberse a una mayor expresión de la vía no-clásica (vasodilatadora) 
(Figura 4). Adicionalmente, indican que la injuria en etapas tempranas del desarrollo 
programa alteraciones sexo-especificas en la expresión del SRA, de las que dependerá 
la aparición posterior del fenotipo hipertensivo. En las crías hembra estas alteraciones 
además son dependientes de la edad. 
 
 
Diferencias similares dependientes del sexo, probablemente mediadas por 
esteroides sexuales, se han observado en relación al estrés oxidativo. La insuficiencia 
placentaria se asocia al del estrés oxidativo en crías hipertensas macho, pero no en las 
crías normotensas hembra. El tratamiento con tempol (mimético de la SOD) logra 
abolir la HTA en los machos, indicando que el estrés oxidativo juega un papel 
importante en el desarrollo de la HTA programado por RCIU. Las crías con RCIU 
hembra, normotensas, evidencian en cambio un aumento en la expresión de catalasa, 
indicando que la programación adversa de HTA por injuria gestacional podría estar 
contrarrestada por un aumento en la expresión de sistemas antioxidantes 259. El tempol 
también suprime la HTA inducida por restricción proteica gestacional 260. En el 
modelo de injuria fetal con nicotina, la ovariectomía aumenta la reactividad vascular 




de aorta. El antioxidante apocynina logra abolir este aumento en la reactividad 
vascular, lo que evidencia el efecto de los esteroides sexuales en la atenuación de los 
efectos de la programación fetal de ECV 261. 
Unos pocos estudios han sugerido que diversos procesos epigenéticos podrían 
estar involucrados en la programación de ECV por injuria fetal 262, algunos a través de 
la modificación en la expresión del SRA, modificaciones que en algunos casos 
dependen del sexo. Se ha observado que la restricción proteica gestacional altera los 
patrones de metilación de la ECA en el cerebro fetal 263, y de AT1b en la glándula 
suprarrenal a las 4 semanas de edad 264. A su vez, la insuficiencia uteroplacentaria en 
la rata programa diferencias sexo-especificas en el patrón de metilación de la enzima 
11-β-OH-esteroide-deshidrogenasa tipo 2 a los 20 días de vida, una enzima 
involucrada en la sensibilidad renal a los glucocorticoides 265. Si estas diferencias 
persisten en la vida postnatal o contribuyen al desarrollo de HTA no ha sido 
dilucidado. Sin embargo, diferencias sexo-especificas en los procesos de metilación 
podrían contribuir a las diferencias entre sexos de la enfermedad cardiovascular 
programada. 
 
1.4 Zinc, un micronutriente esencial 
1.4.1 Deficiencia de Zinc 
La desnutrición oculta se define como el conjunto de carencias específicas de 
micronutrientes esenciales, que se caracterizan por ser altamente prevalentes y de 
importancia en la salud. Según la OMS y UNICEF es un problema que afecta 
principalmente a niños y mujeres embarazadas, ya que son momentos en la vida con 
altos requerimientos de micronutrientes para lograr un óptimo desarrollo. Entre los 
micronutrientes más prevalentes con esta deficiencia se enumeran el zinc, el hierro, la 
vitamina A, vitaminas del grupo B, folatos, y/o ácidos grasos esenciales. Es un tipo de 
desnutrición que puede encontrarse en individuos sin distinción de su condición 
socioeconómica, incluso en personas con normo y sobrepeso 266. En Argentina, así 
como en el resto de Latinoamérica, la desnutrición oculta es un problema frecuente 
267,268. Muchos niños ingieren un contenido calórico adecuado o incluso excesivo, pero 
la desnutrición oculta condiciona una menor tasa de desarrollo: uno de sus indicios es 




La desnutrición oculta materna determina además una restricción para el 
correcto crecimiento y desarrollo fetal lo que aumenta la morbimortalidad neonatal. 
Esto, combinado con una lactancia subóptima, condiciona el desarrollo físico en la 
vida postnatal hasta los 2 años de vida 270.  
Estudios experimentales y en humanos mostraron que las deficiencias 
tempranas de zinc afectan numerosos tejidos 227,271, sin embargo, muy pocos trabajos 
muestran sus efectos en la programación de patología en el adulto. 272,273. 
Según la OMS, la ingesta inadecuada de zinc estaría entre los primeros 5 
factores de riesgo más importantes para la salud en países subdesarrollados, y entre los 
primeros 11 factores de riesgo a nivel mundial 274. Estudios más recientes estiman que 
el 17% de la población mundial presenta una ingesta deficitaria de zinc 275. En la 
Argentina, la Encuesta Nacional de Nutrición y Salud realizada por la Dirección 
Nacional de Salud Materno Infantil del Ministerio de Salud de la Nación, realizada en 
el año 2005, revelo que el 52% de las embarazadas, el 33% de las mujeres en edad 
fértil y el 16% de los niños entre 6 meses y 5 años presentan una ingesta deficitaria de 
zinc  276,277. Estos casos en su mayoría se deben a deficiencias moderadas, ya que la 
deficiencia severa es un evento esporádico. Los grupos de mayor riesgo para ingesta 
deficiente de zinc son, independientemente de su condición socioeconómica, los niños, 
las mujeres durante el embarazo y lactancia, y los ancianos 278. Un factor a tener en 
cuenta, es que estos datos no son exactos debido a la complejidad del estudio y hasta 
el momento no contamos con datos nuevos a cerca de la deficiencia de zinc en la 
población de nuestro país.  
Esta malnutrición del zinc se da habitualmente en el contexto una ingesta 
inadecuada asociada a un incremento de las necesidades metabólicas del 
micronutriente, que dependen de la situación fisiológica del individuo. A eso se pueden 
sumar además problemas relacionados a un aumento en su excreción (diabetes 
mellitus, diarreas prolongadas, uso de diuréticos), algunas enfermedades genéticas, y 
trastornos de la absorción intestinal 279. 
1.4.2 Metabolismo del Zinc 
El zinc es un micronutriente esencial, y el contenido corporal de zinc oscila 
entre los 2 y 4g en seres humanos sanos. Su distribución principal es en depósitos 
tisulares, principalmente en musculo esquelético (60%), hueso (30%), hígado (5%) y 
la piel (5%). El resto se encuentra ampliamente distribuido en otros tejidos. El zinc 




a proteínas: 80% con albumina, el 20% restante con α2-macroglobulinas. En el 
compartimento intracelular, el 50% de distribuye en el citoplasma, el 30 a 40% en el 
núcleo celular y un 10% en la membrana plasmática 280. 
Aproximadamente se intercambia el 0,1% del zinc corporal diariamente. La 
recuperación del zinc excretado se puede hacer solamente a través de la dieta, ya que 
las únicas fuentes de zinc son exógenas. Este elemento no se encuentra como ion libre 
en el agua o en los alimentos, por lo que su asimilación es función de la digestión y 
absorción. Durante la digestión el zinc se une a diferentes componentes en la luz 
intestinal como péptidos, aminoácidos, ácidos nucleicos y ácidos orgánicos e 
inorgánicos, lo que facilita su absorción 281.  
Los alimentos constituyen la fuente principal de zinc, entre ellos los de origen 
animal como carnes, mariscos y pescados. Estos además tienen una alta 
biodisponibilidad ya que durante la digestión se liberan aminoácidos como lisina e 
histidina que forman complejos hidrosolubles de zinc, lo que facilita su absorción 
intestinal. Los cereales, legumbres y verduras también son alimentos muy ricos en 
zinc, pero durante la digestión liberan altas concentraciones de fitatos y fibra 
alimentaria que inhiben la absorción del micronutriente ya que forman complejos 
insolubles con cationes divalentes como el calcio 282. Cabe destacar que para los 
lactantes, la biodisponibilidad del zinc es mayor en la leche materna que en la leche de 
vaca o en las fórmulas para lactantes 283. 
La absorción intestinal de zinc ocurre principalmente en el yeyuno, a través de 
un proceso transcelular mediado por transportadores 284. El calcio, hierro, cobre y 
oxalatos constituyen inhibidores competitivos de la absorción intestinal de zinc ya que 
se transloca a través de la membrana mediante la participación de transportadores de 
cationes divalentes (DCT1), que median no solo el ingreso de zinc sino también el de 
hierro y cobre a las células epiteliales del duodeno y yeyuno. Estos transportadores 
también se han descripto en epitelio renal y medula ósea. La cinética de absorción 
parece ser saturable y su velocidad se encuentra aumentada durante la depleción de 
zinc. Diferentes sustancias químicas tales como los fosfatos y el ácido etilen-di-amino-
tetra-acético (EDTA), que se añaden a muchos alimentos procesados, pueden reducir 
también su absorción 281,283. Desde allí pasa a la circulación portal, donde unido 
principalmente a albumina, pasa al hígado donde se constituye la reserva móvil de 
zinc. La distribución a los tejidos extra hepáticos se produce a través del plasma, donde 




Allí el 80% se encuentra débilmente unido a albumina, el 25% firmemente unido a α2-
macroglobulinas y el 5% a aminoácidos como cisteína e histidina 280. 
La excreción principal de zinc es a través de las heces, donde se conjugan las 
perdidas por descamación del epitelio intestinal con el excretado a través de 
secreciones pancreáticas, biliares e intestinales. Otras fracciones se excretan a través 
de la orina, por descamación cutánea, pelo, sudor, semen y menstruación 281. 
Para lograr la homeostasis celular del zinc el organismo se vale de un adecuado 
transporte y almacenamiento de zinc. Se han descripto diferentes proteínas 
transportadoras del zinc, entre ellas diez son del grupo ZnT (zinc transporters) y 
catorce del sistema ZIP (Zrt-, Irt-related proteins). Su expresión es específica para 
cada tejido, y función de la sensibilidad heterogénea a la deficiencia o exceso de zinc, 
así también como a la acción de citoquinas y hormonas 280. La concentración de zinc 
iónico lábil en el citoplasma es baja, y su almacenamiento incluye los zincosomas 
(vesículas citoplasmáticas donde se acumula zinc) y diferentes organelas y proteínas 
entre las que se han descripto las metalotioneinas 285. Las metalotioneinas son 
proteínas ricas en cisteína, que tienen una gran capacidad para unir metales pesados, 
promoviendo su detoxificación. Estas son ricas en residuos de cisteína, y mediante la 
oxidación o reducción de sus grupos sulfhidrilo pueden secuestrar o liberar el metal, 
controlando la concentración del zinc libre biodisponible. A su vez, la expresión 
genética de la metalotioneinas se encuentra también regulada por las concentraciones 
de zinc. Esto ayuda a las células a protegerse ante aumentos en el estrés oxidativo y de 
procesos apoptóticos 286–288 . 
Las proteínas “dedos de zinc” y ciertas enzimas presentan una unión fuerte con 
el zinc y muestran ser sensibles a los cambios de las concentraciones celulares de zinc 
libre. Por lo tanto, un aumento localizado del pool de zinc libre o lábil dentro de la 
célula, con respecto a las concentraciones de zinc total, puede tener una influencia 
desproporcionada sobre la activación de proteínas dependientes de zinc. Además, el 
aumento de especies reactivas puede estimular la liberación de zinc de los complejos 
que éste forma con las proteínas. Es por ello que es probable que pequeñas alteraciones 
en la homeostasis del zinc resulten en grandes variaciones del zinc lábil celular y 
puedan inducir profundos cambios en las vías de señalización intracelulares y en la 
actividad de diferentes factores de transcripción. Consecuentemente, estas alteraciones 
podrían mediar el inicio y/o el progreso de enfermedades crónicas, como las 




1.4.3 Requerimientos Dietarios y Evaluación del Estado Nutricional del 
Zinc 
Los requerimientos diarios varían con la edad, el sexo, y la condición 
fisiológica. En humanos se recomienda una ingesta diaria de 2mg/día hasta los 6 
meses, 3mg/día hasta los 3 años, 5mg/día hasta los 8 años y 8mg/día hasta los 13 años, 
independientemente del sexo. En mujeres adultas se recomienda una ingesta de 
8mg/día y en el hombre adulto 11mg/día 290. Durante el embarazo y lactancia los 
requerimientos diarios aumentan significativamente, En el embarazo se recomienda 
ingerir 11mg/día, y durante la lactancia el requerimiento llega a los 13mg/día. En esta 
etapa los niveles plasmáticos maternos disminuyen, además, por la hemodilución 
característica de esta etapa. La absorción intestinal no se modifica sustancialmente, 
por lo que el zinc adicional demandado por el feto en desarrollo y la madre gestante 
solo puede ser aportado aumentando el contenido de zinc en la dieta. Solo así se podría 
evitar la depleción de las reservas de zinc en el tejido materno 290.  
En cuanto a la biodisponibilidad del zinc, se considera que la dieta occidental 
promedio presenta una biodisponibilidad del 30% para el zinc. Sin embargo, se 
presume que en África y Latinoamérica la biodisponibilidad es menor, ya que las dietas 
características de estas regiones contienen mayor proporción de fitatos, y calcio 
derivado de la nixtamalización del maíz (cocción con agua y cal para remover la 
cascara), que como ya mencionamos, interfieren la correcta absorción del elemento. 
Esto conjugado a que son dietas con menor proporción de proteína animal, contribuyen 
a una distribución más amplia de la desnutrición oculta de este micronutriente 291. 
Actualmente la OMS, UNICEF y el IZiNCG (Grupo de Consulta Internacional 
sobre Nutrición del Zinc) recomiendan la medición del zinc plasmático o sérico como 
indicador bioquímico para evaluar el estado nutricional del mismo. Esta 
recomendación surgió luego de evaluar la respuesta de este y otros indicadores 
bioquímicos ante la suplementación en diferentes poblaciones 279. Otros indicadores 
son útiles para evaluar los depósitos corporales de zinc a largo plazo, pero no la ingesta. 
Entre ellos se enumera la concentración de zinc en eritrocitos y leucocitos. Otros 
marcadores han sido propuestos como indicadores funcionales, entre ellos la actividad 
de enzimas como la fosfatasa alcalina, la SOD extracelular, la nucleósido fosforilasa 
y la ecto purina 5’nucleotidasa, todas metaloenzimas dependientes de zinc. El uso de 
estos marcadores funcionales es inespecífico, ya que su actividad no siempre guarda 
relación con el estado nutricional de zinc. El uso de isotopos diferentes como marcador 




rápido y la tasa de depuración de los mismos cuando se realizan mediciones entre 1 y 
2 meses tras la administración de los mismos 292,293. 
 
1.4.4 Funciones biológicas del Zinc 
El zinc posee propiedades antioxidantes, anti-apoptóticas, anti-inflamatorias y 
estabilizantes de membrana, y cumple roles importantes en procesos fisiológicos y 
fisiopatológicos. Se estima que entre el 3% y el 10% de los genes humanos codifican 
proteínas con dominios de unión al zinc 294. El zinc participa de la regulación de la 
expresión génica a través de su unión a diversos factores de transcripción y receptores 
nucleares, entre ellos para la Vitamina D, esteroides y hormona tiroidea 295. El zinc es 
esencial para la correcta actividad de más de 300 enzimas involucradas en 
metabolismo intermedio, síntesis de proteínas, utilización de energía y regulación del 
sistema cardiovascular 296,297. Entre las que contienen zinc en su estructura y regulan 
la función del sistema cardiovascular, renal y el balance hidrosalino se pueden 
enumerar la ECA, la NOS, las endopeptidasas neutras y las MMP 298,299. 
El zinc además resulta primordial para el crecimiento y desarrollo. Se ha 
reportado que promueve la proliferación celular a través de muchas hormonas y 
enzimas que participan en la división celular y son dependientes de zinc para su 
funcionamiento y/o síntesis. Entre ellas se puede mencionar a la timidina kinasa, 
enzima involucrada en la síntesis de ADN, cuya expresión génica aumenta en 
presencia de zinc 300, y las hormonas de crecimiento y factores de crecimiento insulino 
símiles, cuya producción también se estimula en presencia de zinc 301. Tiene además 
propiedades antiapoptóticas, ya que inhibe la actividad de la caspasa-3 302. 
A pesar de que no participa en forma directa en reacciones de oxido-reducción, 
numerosos trabajos han demostrado que el zinc protege a las estructuras celulares del 
daño oxidativo. El zinc posee efecto antioxidante y estabilizante de membrana ya que 
compite por la unión a diferentes sitios de membrana con otros metales pesados que 
catalizan la producción de radical hidroxilo a partir de peróxido de hidrogeno 303. El 
zinc además inhibe a la NADPH oxidasa, enzima asociada a la membrana plasmática 
cuya función es catalizar la producción de anión superóxido 49. Su capacidad para 
unirse en forma reversible pero con alta afinidad le permite proteger de la oxidación a 
los grupos sulfhidrilos de las proteínas y del glutatión. Además participa del 
metabolismo de otros antioxidantes, como facilitador de la absorción linfática de la 




además un componente esencial de la SOD intra y extracelular 305, y su déficit se asocia 
a reducción en la concentración de glutatión y en la actividad de la SOD, lo que 
aumenta significativa el daño oxidativo a nivel celular 306. El zinc también induce la 
síntesis de metalotioneinas, proteínas que actúan como scavenger de radicales libres 
309. 
El zinc también participa del equilibrio de citoquinas pro y anti inflamatorias, 
disminuyendo la producción de TNF-α e IL-1, y disminuyendo la activación de NF-
κβ, factores involucrados en la expresión de cascadas de cito y quimioquinas pro-
inflamatorias 311.  
Respecto de la relación entre el zinc y el SRA, son varios los trabajos 
publicados que evidenciaron cambios en la actividad de la ECA en relación a la 
biodisponibilidad de zinc. White y cols demostraron que en ratas deficientes de zinc 
la actividad de la ECA era aproximadamente 25% menor respecto de sus controles. La 
incubación in vitro con cantidades equivalentes de zinc suplementario demostró que 
la actividad de ECA aumentaba más en las ratas deficientes que las ratas control (73% 
vs 30% de aumento de actividad) 307. Reeves ya había evidenciado una reducción en 
la actividad de ECA en situaciones de baja concentración de zinc sérico, que podía ser 
revertida mediante la suplementación de zinc 308. Demostraron luego la dependencia 
de la actividad de la ECA sobre las concentraciones de zinc, pero notaron que los 
cambios en la actividad no llevaban a cambios en la concentración de AngII sérica, 
tanto en cobayos como en ratas, ni vieron cambios en la concentración sérica de 
bradiquinina. Esto indica que la actividad de la ECA no resulta un paso limitante en la 
formación de AngII ante una dieta deficitaria en zinc 310. Analizaron también el efecto 
de la deficiencia de zinc sobre la actividad de ECA en diferentes tejidos.  Descubrieron 
que, en ratas con dieta deficiente en zinc, la concentración de zinc en testículos era 
menor que en los controles, sin observar cambios en la concentración de zinc a nivel 
pulmonar. En cuanto a la actividad de la ECA, evidenciaron una fuerte caída en la 
actividad de la ECA testicular, mientras que la actividad de la ECA pulmonar estaba 
fuertemente aumentada 312. Esto sugiere que el organismo redirige el contenido 
corporal de zinc hacia diferentes órganos en función de su estado nutricional, y además 
evidencia que la respuesta de la actividad de la ECA al déficit de zinc puede variar 
según el tejido evaluado. Más recientemente y con relación a esto se ha descripto que 
el déficit y suplementación con zinc altera la relación de apo- y holo-ECA sérica. La 




En cuanto a los efectos transcripcionales de la AngII relacionados a los efectos 
metabólicos del zinc, se han descripto varios factores de transcripción con dedos de 
zinc relacionados a vías de transducción de señal activadas por AngII. Entre ellas se 
enumeran el Egr-1, que se activa por señalización a través de AT1 en células de corteza 
suprarrenal 314, el Sp1, relacionado a la producción de factor de crecimiento derivado 
de plaquetas 315, el factor 5 tipo Krüppel (KLF5), asociado a procesos de remodelado 
cardíaco y vascular inducidos por AngII 316, y la proteína con dedos de zinc de la 
leucemia promielocítica (PLZF), que a través de su unión con AT2 tras la estimulación 
con AngII también se ha implicado en procesos de remodelado cardíaco 317. Algunos 
de estos además regulan la expresión de diferentes componentes del SRA, por ejemplo 
la PLZF puede promover la síntesis de AT2 así como reprimir la expresión del RPR en 
tejido neuronal 318. Este puñado de factores, lejos de explicar los efectos de la 
deficiencia de zinc sobre el SRA, ejemplifica la multiplicidad de niveles de interacción 
entre el zinc y el SRA. 
1.4.5 Efectos del Déficit de Zinc 
Algunos de los signos que se observan en la carencia de zinc incluyen retraso 
en el crecimiento, anorexia, letargia mental, alteraciones neurosensoriales e 
hipogonadismo 293. También se ha asociado la carencia de zinc con el desarrollo de 
enfermedades crónicas como la diabetes mellitus, la enfermedad de Alzheimer y 
distintos tipos de cáncer, entre otras 322. Durante el embarazo, la deficiencia de zinc se 
asocia con mayor riesgo de aborto, parto prematuro, alteración del desarrollo fetal y 
dificultad en el trabajo de parto 323,324.  
Numerosos estudios han establecido una asociación entre la carencia de zinc y 
el desarrollo de HTA esencial 319 y con otras patologías vasculares inflamatorias como 
la ateroesclerosis y enfermedad coronaria 320. 
1.5 Antecedentes de Nuestro Laboratorio 
Estudios previos desarrollados en nuestro laboratorio han establecido a la 
carencia de zinc durante la gestación como factor programador de HTA y enfermedad 
cardiovascular y renal en la adultez. Se ha demostrado que ratas expuestas a una dieta 
deficitaria en zinc durante la gestación presentan menor peso al nacer (marcador de 
RCIU). Además, al llegar a la adultez, los machos desarrollan HTA, acompañado de 
alteraciones vasculares, renales y cardíacas. En el caso de las hembras, aunque no 
evidenciamos el desarrollo de HTA pudimos observar cambios sutiles que sugieren 




que la programación de ECV en este modelo de programación fetal es dependiente del 
sexo 321.  
Entre las alteraciones observadas en los riñones de las ratas macho se 
evidenció, a los 81 días de vida, una disminución en el número de nefronas y en la 
superficie de filtrado con la consecuente caída en la TFG. Estas alteraciones se 
acompañaron de la activación de procesos apoptóticos y la disminución en la actividad 
del sistema del NO renal y el aumento del estrés oxidativo a través de la reducción del 
contenido de glutatión, y de la actividad de la SOD y la glutatión peroxidasa. Estas 
alteraciones no fueron revertidas cuando se restableció un aporte adecuado de zinc 
luego del destete 272,273,325. Algunas de estas alteraciones también se observaron en 
machos de 21 días de vida sometidos a una restricción de zinc durante la gestación y 
la lactancia. Se evidenció una disminución de la actividad del sistema del NO renal y 
aumento del estrés oxidativo tisular 326.  
A nivel vascular, evidenciamos la programación de disfunción endotelial en 
ratas de ambos sexos. Esta disfunción se caracterizó por una menor actividad del 
sistema del NO. A los 6 días de vida, las ratas deficientes en zinc presentaron una 
menor actividad de la NOS en la aorta, que se acompañó con un aumento del estrés 
oxidativo. Esta disminución en la actividad de la NOS aórtica persistió hasta la adultez 
en las ratas macho y hembras, y tuvo consecuencias funcionales. Las ratas adultas de 
ambos sexos sometidas a una restricción de zinc durante la gestación y la lactancia 
presentaron una menor respuesta vasodilatadora dependiente de la eNOS en la aorta, 
efecto que no se revertió con la administración de una dieta adecuada en zinc 
postdestete. Esta disfunción endotelial es un acontecimiento temprano de importancia 
fisiopatológica, dado que inicia el proceso aterosclerótico que precede a la aparición 
ECV. Asociado a esto evidenciamos, en ratas macho adultas, una disminución en la 
reactividad vascular de la aorta en respuesta a fenilefrina. En ratas macho adultas 
expuestas a deficiencia de zinc desde la gestación y por toda la vida observamos signos 
de remodelado hipertrófico de las arterias de resistencia en riñón y aumento en el 
depósito de colágeno en la capa media de la aorta. Estos podrían ser algunos de los 
factores condicionantes para la aparición de HTA y enfermedad vascular en este 
modelo. Asimismo, observamos que los machos fueron más sensibles que las hembras 
a todos estos efectos 327,328. 
 En trabajos previos en este modelo de programación fetal observamos una 
disminución del tamaño de los miocitos y de los espesores parietales del ventrículo 




machos expuestos a restricción de zinc. Estuvieron acompañados de una menor 
actividad del sistema del NO, así como un aumento de la apoptosis, la inflamación y 
la actividad de los sistemas anti-oxidantes. En miocitos aislados se observó además 
una menor disponibilidad de calcio citoplasmático y una reducción en el acortamiento 
celular. Algunas de estas alteraciones se evidenciaron desde etapas tempranas de la 
vida: animales deficientes a los 6 y 21 días de vida presentaban una menor masa 
cardíaca, con aumento en el número de células apoptóticas en el ventrículo izquierdo. 
La restitución de una dieta adecuada en zinc postdestete solo logró revertir algunos de 
estos fenómenos, entre ellos: el tamaño de los miocitos y los índices de apoptosis e 
inflamación. Esto contribuiría a mantener la función contráctil en este grupo de 
animales. Sin embargo, no se observaron beneficios en los valores de PA 328,329. 
En las hembras sometidas a restricción de zinc en la gestación y lactancia no 
se observaron alteraciones significativas en la función ventricular, así como no se 
evidenció un aumento de la PA. Sin embargo, pudimos observar un aumento de la 
apoptosis e inflamación, así como una disminución en el sistema del NO en VI, aunque 
al comparar estos parámetros con los hallados en los machos los cambios observados 
eran menos marcados, lo que remarca nuevamente el papel del sexo en la 
determinación de ECV en este modelo de programación fetal 329,330. 
En base a todos estos hallazgos (condensados en la figura 5) y dada la 
importancia del SRA en el desarrollo renal y cardiovascular, así como el papel que 
cumple en la regulación de la PA y los procesos de adaptación a la HTA, nos 







Figura 5: Resumen de los hallazgos de nuestro laboratorio en relación al desarrollo de 
ECV en un modelo de programación fetal por restricción de zinc. Perspectivas a futuro. 
 
 


































41 Hipótesis y Objetivos 
 La HTA es uno de los factores de riesgo más prevalentes que favorece el 
desarrollo de disfunción endotelial, cardiopatías, accidentes cerebrovasculares e 
insuficiencia renal. A pesar de los notables avances en el conocimiento de sus 
mecanismos etiopatogénicos, existe una permanente búsqueda de los factores y 
mecanismos que se encuentran involucrados en su generación y tratamiento. 
Actualmente, se la ha dado relevancia a la programación fetal como un factor 
importante en el desarrollo de ECV.  
En nuestro laboratorio, hace más de 10 años que estudiamos el impacto de la 
deficiencia moderada de zinc durante diferentes periodos de la vida en los sistemas 
cardiovascular y renal. Nuestro grupo de trabajo demostró que la restricción dietaria 
de este micronutriente durante la vida fetal y postnatal induce alteraciones en la 
estructura y función renal y cardiovascular, que predisponen al desarrollo de ECV, 
como la HTA, en la vida adulta de ratas machos.  
El SRA juega un importante papel en el desarrollo fetal y se ha comprobado que 
su alteración participaría en la etiología de la HTA programada en el útero. Sin 
embargo, el rol del SRA en los diferentes sistemas, tanto cardiovascular como renal, 
no ha sido estudiado en este modelo experimental, así como tampoco su implicancia 
en los efectos de esta deficiencia en las diferencias de sexo.  
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
Sobre la base de los antecedentes presentados y de los resultados previamente 
obtenidos en nuestro grupo de trabajo, planteamos la siguiente hipótesis: 
 
2.1.  HIPÓTESIS 
 “El insuficiente aporte de zinc durante el desarrollo prenatal y posnatal temprano 
induce modificaciones en diversos mecanismos celulares y tisulares, que en forma 
independiente o conjunta conducen a alteraciones cardiovasculares y renales en el 
adulto. Dichas alteraciones se deben, en parte, a la activación del SRA y a una 
respuesta alterada de los sistemas cardiovascular y renal a la AngII. Las 
alteraciones provocadas por la deficiencia de zinc son más evidentes en los machos 
que en las hembras.” 
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2.2.  Objetivos generales 
Con el fin de demostrar la hipótesis planteada, los objetivos generales de este de 
trabajo de tesis doctoral fueron: 
1. Estudiar el SRA renal y la morfología de dicho órgano durante etapas 
tempranas del crecimiento en ratas machos y hembras expuestas a una 
restricción moderada de zinc durante la vida fetal y posnatal. 
2. Estudiar la participación del SRA renal y cardiovascular en la vida adulta 
de ratas de ambos sexos expuestas a una deficiencia moderada de zinc 
durante la vida fetal y posnatal. 
3. Evaluar la respuesta de la infusión crónica de AngII sobre la presión arterial 
y el sistema cardiovascular y renal en los animales adultos machos 
expuestos a la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la 
lactancia y/o el crecimiento 
 
2.3.  Objetivos específicos: 
1. Dado que es conocido que el SRA está involucrado en los procesos de crecimiento, 
diferenciación y apoptosis renales, se plantea el siguiente objetivo específico: 
1.1. Evaluar la morfología renal en ratas machos y hembras de 6 días de vida, 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento posdestete. 
1.2. Estudiar el SRA renal en ratas machos y hembras de 6 días de vida, 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento posdestete.  
2. Dado que es conocido que el SRA está involucrado en la regulación del balance 
hidrosalino y en el desarrollo de la hipertrofia, la fibrosis y el estrés oxidativo, se 
plantean los siguientes objetivos específicos: 
2.1. Evaluar el SRA renal en ratas machos y hembras de 81 días de vida, 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento postdestete. 
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2.2. Estudiar el SRA cardíaco en ratas machos y hembras de 81 días de vida, 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento postdestete. 
2.3. Determinar la producción de anión superóxido dependiente de la NADPH 
oxidasa en el tejido cardíaco de ratas machos y hembras de 81 días de vida, 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento postdestete. 
2.4. Evaluar la respuesta contráctil de la AngII en anillos de aorta torácica de 
animales adultos sometidos a la deficiencia de zinc durante la vida fetal, la 
lactancia y/o el crecimiento postdestete.  
3. Dada la relevancia de la AngII en la regulación de la presión arterial y en el 
remodelado morfológico y en los procesos inflamatorios tanto a nivel renal y 
cardiovascular, se plantea el siguiente objetivo específico:  
3.1. Evaluar la respuesta de la infusión crónica de AngII sobre la presión 
arterial en los animales adultos machos expuestos a la deficiencia moderada de 
zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el crecimiento. 
3.2. Evaluar la respuesta de la infusión crónica de AngII sobre el remodelado 
de la arteria aorta y arterias de los tejidos cardíaco y renal en los animales 
adultos machos expuestos a la deficiencia moderada de zinc durante la vida 
fetal, la lactancia y/o el crecimiento. 
3.3. Evaluar la respuesta de la infusión crónica de AngII sobre la producción 
de citoquinas proinflamatorias en los animales adultos machos expuestos a la 
deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el 
crecimiento. 
4. Determinar si las alteraciones del SRA cardiovascular y renal inducidas por la 
deficiencia de zinc durante la vida fetal y la lactancia en ratas machos y hembras, 
pueden ser corregidas por el adecuado aporte de zinc luego del destete. 




































3. MODELO Y PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
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3.1 Modelo experimental  
 
 El estudio se llevó a cabo en ratas Wistar machos y hembras exocriadas. Al 
momento del apareo, las ratas tenían entre 3 y 4 meses de vida, las hembras pesaban 
entre 250 - 300 g, mientras que los machos pesaban entre 300 - 350 g. Previo al apareo, 
las ratas hembras se expusieron por 2 días a la viruta proveniente de los machos con 
los que se las iba a aparear. Este procedimiento garantiza un adecuado ciclado de las 
ratas. Posteriormente se realizó el apareo durante una semana. Se corroboró la 
potencialidad de la preñez al evaluar la pérdida del tapón mucoso.  
 Luego del apareo, las hembras preñadas fueron separadas en dos grupos al azar 
y se las alimentó con diferentes dietas desde el inicio de la preñez hasta el momento 
del destete de las crías:  
● MC: ratas madres que recibieron dieta control (30 ppm de zinc, ingesta diaria 
recomendada de zinc para roedores durante los períodos de preñez y 
lactancia);  
● MB: ratas madres que recibieron dieta con bajo contenido en zinc (8 ppm de 
zinc, restricción moderada).  
 El período de preñez en la rata tiene una duración de 21 días. Al sexto día de 
nacimiento de los animales, algunos fueron sacrificados para su estudio, quedando 
conformados los siguientes grupos experimentales:  
● Cm y Ch: crías machos (m) y hembras (h) de 6 días de vida, nacidas de madres 
MC, que recibieron dieta control durante la etapa fetal y la lactancia;  
● Bm y Bh: crías m y h de 6 días de vida, nacidas de madres MB, que recibieron 
dieta baja en zinc durante la etapa fetal y la lactancia.  
 A partir del sexto día de vida se conservaron 8 crías por camada (4 hembras y 
4 machos) para asegurar una adecuada alimentación durante la lactancia. Las crías 
fueron destetadas a los 21 días de vida y colocadas en jaulas individuales. A partir de 
ese momento, las crías nacidas de madres controles continuaron con la dieta control 
durante 60 días. Las crías provenientes de las madres deficientes en zinc fueron 
aleatorizadas en dos grupos: recibieron dieta control (c, 30 ppm de zinc, ingesta diaria 
recomendada de zinc para roedores durante los períodos de crecimiento) o dieta baja 
en zinc (b, 8 ppm de zinc, restricción moderada) durante 60 días posdestete (figura 
3.1). De este modo quedaron conformados los siguientes grupos experimentales:  
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● Ccm y Cch: crías m y h que recibieron dieta control durante la vida fetal, la 
lactancia y el crecimiento post-destete;  
● Bbm y Bbh: crías m y h que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, 
la lactancia y el crecimiento post-destete;  
● Bcm y Bch: crías m y h que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal 
y la lactancia, y dieta control durante el crecimiento post-destete.  
 Al final del periodo experimental, correspondiente a los 81 días de vida de las 
crías, los animales fueron sacrificados por decapitación para realizar los estudios que 
se detallan en la metodología.  
 
Figura 3.1. Modelo experimental de deficiencia moderada de zinc durante la preñez, 
la lactancia y el crecimiento post-destete. 
 
 Todas las dietas aportaron la cantidad necesaria de nutrientes requerida para 
los períodos de preñez, lactancia y crecimiento, según las recomendaciones AIN-93 
(Reeves PG, 1997), como se muestra en la Tabla 3.1. Las mismas se diferencian 
solamente en el contenido de zinc de las mezclas de minerales. El contenido de zinc 
de las dietas fue determinado por espectrofotometría de absorción atómica.  
 Los animales tuvieron libre acceso a las dietas y al agua desionizada y fueron 
criados en jaulas de acrílico individuales en un ambiente de humedad (45-55%) y 
temperatura (20-22°C) controladas y con un ciclo luz-oscuridad de 12 h en el bioterio 
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de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de 
Buenos Aires. 
 El cuidado de los animales se llevó a cabo según los lineamientos de la 
Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica 
(ANMAT, Resolución 6344/96) y de la Guía para el Uso y Cuidado de Animales de 
Laboratorio publicada por el Instituto de Salud Nacional de los Estados Unidos 
(Publicación del NIH N° 85-23, Revisado 1996). Los protocolos experimentales a 
realizados fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio (CICUAL-FFyB; CUDAP: EXP-UBA:0051018/15). 
 
Dieta AIN-93 Control Baja 
Caseinato de calcio 200 200 200 
Aceite de maíz 70 70 70 
Mezcla de minerales* 35 35 - 
Mezcla de minerales- libre de zinc† - - 35 
Mezcla de vitaminas§ 10 10 10 
Colina 1 1 1 
Dextrina 684 684 684 
Zinc𝞭 0.03 0.03 0.008 
 
Tabla 3.1. Recomendaciones nutricionales para roedores en crecimiento y 
composición de dietas experimentales (g/kg de dieta). *Composición (g/kg mezcla): 
carbonato de calcio (142,7), fosfato dibásico de potasio (301,6), cloruro de sodio (176,5), sulfato 
de magnesio heptahidrato (146,9), citrato de hierro y amonio (6,06), cloruro de zinc (1,79), sulfato 
de manganeso monohidrato (0,92), sulfato de cobre pentahidrato (0,63), ioduro de potasio (0,0078), 
selenato de sodio anhidro (0,01025), molibdato de amonio tetrahidrato (0,008), sacarosa (223). 
†Composición: idéntica a la mezcla de minerales, pero sin cloruro de zinc. §Composición (g/kg 
mezcla): ácido nicotínico (3), pantotenato de calcio (1,6), piridoxina HCl - vitamina B6 (0,7), 
tiamina-HCl - vitamina B1 (0,6), riboflavina - vitamina B2 (0,6), ácido fólico (0,2), vitamina B12, 
0,1% triturada en manitol (2,5), vitamina D3 - colecalciferol, 40.000.000 U/g (0,0025), vitamina 
K - menadiona (0,029), sacarosa (990,7485). Soluciones de vitaminas (ml a agregar a 1 kg de 
dieta): vitamina E - α-Tocoferol 750 U/10 ml en aceite de maíz, vitamina A - retinil palmitato, 
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1.700.000IU/g 4000 U/ml en aceite de maíz. 𝞭El contenido de zinc presente en la dieta baja resulta 
de la presencia de trazas de zinc en los otros componentes de la dieta. 
 
 
3.2 Protocolo experimental I 
 
Estudio del SRA renal y cardiovascular en etapas tempranas del crecimiento y en 
la vida adulta de ratas machos y hembras expuestas a una deficiencia moderada 
de zinc durante la vida fetal y postnatal 
 Se midieron el consumo de alimento y los pesos corporales de las madres desde 
el inicio del apareo (día 0 de gestación) hasta los 21 días de lactancia. Se extrajeron 
muestras de sangre de la cola de las madres luego del destete. 
 A los 6 días de vida de las crías, se determinó el peso corporal de las mismas y 
algunas fueron sacrificadas por decapitación (grupos experimentales Cm, Ch, Bm y 
Bh). Se obtuvieron muestras de sangre y se extrajeron los riñones y las tibias de ambos 
miembros inferiores. 
 Las crías que no fueron sacrificadas al día 6, continuaron con sus madres hasta 
el día 21 (destete). Se determinó el consumo de alimento de las ratas de los grupos 
Ccm, Cch, Bbm, Bbh, Bcm y Bch. La presión arterial sistólica (PAS) de los animales 
fue medida a los 36, 51, 66 y 81 días de vida. 
  Al finalizar el período experimental (81 días de vida), los animales 
fueron sacrificados por decapitación, se obtuvieron muestras de sangre y rápidamente 
se extrajeron los riñones, el corazón, la arteria aorta torácica y las tibias de ambos 
miembros inferiores. 
 La figura 3.2 muestra el protocolo experimental I de deficiencia moderada de 
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Figura 3.2. Protocolo experimental I.  
 
3.3 Determinaciones realizadas: Protocolo I 
❖ Medición del peso corporal y el consumo de alimento de las ratas madres 
durante los períodos de gestación y lactancia 
❖ Medición del consumo de alimento, el peso corporal, el peso de los tejidos 
renal y cardíaco y la longitud de la tibia en las crías de 6 y 81 días de vida 
❖ Determinación de la concentración sérica de zinc en las madres y en las crías 
de 6 y 81 días de vida 
❖ Evaluación histológica de tejido renal en ratas de 6 días de vida 
➢ Parámetros morfométricos de la zona cortical y yuxtamedular 
➢ Depósito de colágeno en glomérulos, túbulos e intersticio peritubular 
de la corteza renal 
➢ Número de células apoptóticas en área cortical renal  
❖ Evaluación del SRA a los 6 días de vida en tejido renal  
➢ Medición del contenido tisular de AngII y Ang-(1-7) por 
radioinmunoensayo  
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➢ Determinación de los niveles del ARNm de ECA, ECA2, y de 
receptores AT1a y AT2 por RT-qPCR 
➢ Determinación de los niveles proteicos de ECA y de receptores AT1 y 
AT2 por western blot 
➢ Inmunolocalización de receptores AT1 por técnica por IHQ 
❖ Medición de la presión arterial sistólica a los 36, 51, 66 y 81 días de vida 
mediante el método tailcuff. 
❖ Evaluación del SRA a los 81 días de vida en la corteza renal  
➢ Medición del contenido tisular de AngII y Ang-(1-7) por 
radioinmunoensayo  
➢  Inmunolocalización de AngII por técnica por IHQ 
➢ Determinación de los niveles del ARNm de ECA, ECA2, y de 
receptores AT1a y AT2 por RT-qPCR 
➢ Determinación de los niveles proteicos de los receptores AT1 y AT2 por 
western blot 
➢ Inmunolocalización de receptores AT1 por técnica (IHQ) 
 
❖ Evaluación del SRA a los 81 días de vida en el ventrículo izquierdo:  
➢ Medición del contenido tisular de AngII y Ang-(1-7) por 
radioinmunoensayo  
➢ Determinación de los niveles del ARNm de ECA, ECA2, y del receptor 
AT1a por RT-qPCR 
➢ Determinación de los niveles proteicos de los receptores AT1 y AT2 
por western blot 
 
❖ Determinación de la producción de anión superóxido inducida por NADPH en 
el ventrículo izquierdo 
 
 
❖ Estudios a los 81 días de vida en la aorta torácica:  
➢ Evaluación de la función vascular en aorta torácica: respuesta 
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➢ Inmunolocalización y cuantificación de receptores AT1 mediante la 




3.4 Protocolo experimental II  
 
Estudio de los efectos de la infusión crónica de AngII sobre el sistema 
cardiovascular y renal en los animales adultos machos, expuestos a la deficiencia 
moderada de zinc durante la vida fetal y el crecimiento 
 
 
  Un grupo de animales Ccm, Bcm y Bbm recibió una infusión subcutánea de 
AngII (65 ng/min) durante 14 días utilizando bombas osmóticas (Modelo 2002, Alzet, 
Palo Alto, USA). Otro grupo de animales recibió una infusión de NaCl 0.9 % (SF) 
durante 14 días a modo de control. Las mismas fueron implantadas 14 días antes de la 
finalización del período experimental (día 68). Quedaron conformados los siguientes 
grupos experimentales:  
 
● Ccm AII, Bbm AII y Bcm AII: ratas macho Wistar que recibieron dieta 
control o deficiente en zinc durante la vida fetal, postnatal temprana y/o la 
adultez y que a los 68 días de vida, recibieron una infusión crónica, por vía 
subcutánea, de Ang II disuelto en NaCl 0,9%, durante 14 días. 
● Ccm SF, Bbm SF y Bcm SF: ratas macho Wistar que recibieron dieta control 
o deficiente en zinc durante la vida fetal, postnatal temprana y/o la adultez y 
que a los 68 días de vida, recibieron una infusión crónica de NaCl 0,9%, 
administrada por vía subcutánea, durante 14 días. 
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Figura 3.3: Protocolo experimental II 
 
3.5 Determinaciones realizadas: Protocolo II 
❖ Se registró la presión arterial sistólica (PAS) en las ratas conscientes, cada 3 
días a partir del día 68 de vida, mediante el método tailcuff. 
❖ Estudios morfológicos en la arteria aorta, el corazón y el riñón: 
➢ Se evaluó el colágeno perivascular de las arterias del ventrículo 
izquierdo y de las arterias del riñón mediante la coloración de Sirius 
Red (Aldrich Chemical Co) y contra-tinción con fast-green.  
 
➢ Se evaluó el remodelado de la capa media de las arterias renales y 
cardíacas. 
 
➢ Se evaluó el área de colágeno I y III perivascular y presente en la capa 
media de la aorta mediante la coloración de Sirius Red (Aldrich 
Chemical Co) y contra-tinción con fast-green. 
 
➢ Se evaluó el remodelado de la capa media de la aorta torácica. 
➢ Se evaluaron marcadores proinflamatorios: interleuquina 6 (IL-6) y 























4. MATERIALES Y MÉTODOS 
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PROTOCOLO I 
4.1 Animales 
 El estudio se llevó a cabo en ratas Wistar machos y hembras exocriadas, tal 
como se describió en la sección 3.1.   
 Los animales tuvieron libre acceso a las dietas y al agua deionizada y fueron 
criados en jaulas de acrílico individuales en un ambiente de humedad (45-55%) y 
temperatura (20-22°C) controladas con un ciclo luz-oscuridad de 12 h en el bioterio 
de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de 
Buenos Aires. 
 El cuidado de los animales se llevó a cabo según los lineamientos de la 
Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica 
(ANMAT, Resolución 6344/96) y de la Guía para el Uso y Cuidado de Animales de 
Laboratorio publicada por el Instituto de Salud Nacional de los Estados Unidos 
(Publicación del NIH N° 85-23, Revisado 1996). Los protocolos experimentales 
realizados fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio (CICUAL-FFyB; CUDAP: EXP-UBA:0051018/15). 
 
4.2 Medición del peso corporal y del consumo de alimento de las ratas madre 
durante los períodos de gestación y lactancia  
 Se registró el peso corporal de las ratas madres semanalmente, desde el inicio 
del apareo (día 0 de gestación) hasta los 21 días en balanza analítica (sensibilidad: 0,01 
g) (Ohaus, modelo AR5120, USA). Las madres permanecieron en jaulas individuales 
de acrílico junto a sus crías hasta el momento del destete (día 21 post-nacimiento). 
 El consumo de alimento se determinó como la diferencia entre el peso del 
alimento el día que se llenó el comedero y el peso de alimento remanente 2 días 
después. Se expresó como el consumo promedio diario de las madres registrado 
durante los períodos de gestación y lactancia. 
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4.3 Medición del peso corporal, la ganancia de peso desde el día 21 hasta el día 
81 de vida de las crías, el consumo de alimento y el largo de la tibia 
  Luego del destete, las crías fueron puestas en jaulas individuales de acrílico. 
Se registró el peso corporal semanalmente, desde el día 21 de vida hasta el final del 
período experimental (81 días de vida) y en el día del sacrificio (día 6 y 81 
respectivamente), en balanza analítica (sensibilidad: 0,01 g) (Ohaus, modelo AR5120, 
USA).  
 El consumo de alimento se determinó de la misma manera que para las ratas 
madres. Se expresó como el consumo promedio diario registrado durante el protocolo 
experimental. No fue necesario introducir en este trabajo un grupo de alimentación 
pareado (grupos de madres o crías que reciben igual cantidad de dieta control que el 
que consumieron las ratas con dieta baja en zinc) debido a que no se encontraron 
diferencias en el consumo de alimento entre los grupos experimentales. 
 Luego del sacrificio, de las ratas de 81 días se extrajeron las tibias de ambos 
miembros inferiores, se midió su longitud utilizando un calibre (Vernier Caliper, 0-
150 mm, sensibilidad: 0,02 mm) y finalmente se calculó el promedio de longitud de 
tibia. 
 
4.4 Medición de los pesos renales y cardíacos 
 Una vez extraídos los riñones y corazones, estos fueron debidamente lavados 
en solución fisiológica y secados. Se pesaron ambos riñones de cada rata y se calculó 
el promedio. Se expresó el peso renal (PR; g) en relación al peso corporal (PC; cada 
100 g) para las crías de 6 días y el PR en relación a la longitud de la tibia (LT; cm) 
para las crías de 81 días. Se informan los siguientes parámetros: PR/PC; PR/LT 
 Se registró el peso del corazón entero (PCor; mg), del ventrículo izquierdo 
(PVI; mg) y del derecho (PVD; mg) y el peso de las aurículas (PAU; mg). Los pesos 
cardíacos se expresaron en relación al promedio del largo de las tibias (LT; cm). Se 
informan los siguientes parámetros: PCor/LT; PVI/LT; PVD/LT; PAU/LT  
Para todas las determinaciones se utilizó una balanza analítica (sensibilidad: ± 0.0001) 
(Ohaus Corporation, Modelo: EP64, Pine Brook, NJ, USA). 
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4.5 Determinación de la concentración de zinc del alimento y de los sueros de los 
de las ratas madres y de sus crías 
Las crías fueron sacrificadas por decapitación. En ese momento se obtuvieron 
muestras de sangre que fueron incubadas en un baño termostatizado a 37°C durante 
10 minutos hasta la formación del coágulo y luego fueron centrifugadas a temperatura 
ambiente a 2.000 rpm durante 10 minutos. En las madres, la determinación se realizó 
luego del destete de sus crías (día 21 post-nacimiento). El suero se diluyó 1/5 en agua 
deionizada para la posterior determinación de la concentración de zinc. 
Las concentraciones de zinc en el alimento y en los sueros fueron determinadas 
por espectrofotometría de absorción atómica a una longitud de onda de 213,9 nm 
(Varian Spectrophotometer Spectr AA-20, llama de oxígeno-acetileno, Perkin-Elmer, 
Norwalk).  
 Las determinaciones se llevaron a cabo por Dr. Héctor Fasoli, Profesor Adjunto 
de Química de la Facultad de Ingeniería de la Universidad de Buenos Aires.  
El material de Referencia NIST RM 8435 (leche entera en polvo) fue sometido 
a un tratamiento idéntico para verificar la exactitud y reproducibilidad del método 
analítico. Todo el material de laboratorio utilizado fue previamente lavado con ácido 
nítrico (20%) y agua deionizada, con el objetivo de evitar la contaminación de las 
muestras con zinc 331. 
 
4.6 Registro de la presión arterial sistólica  
Fundamento 
 Las mediciones de presión arterial sistólica (PAS) se realizaron en ratas 
conscientes, por el método no invasivo de tail-cuff, utilizando un transductor de pulso 
(MP100 Pulse Transducer, PanLab), y fueron registradas con un polígrafo (Fisiógrafo 
modular Power Lab, Quad Bridge Amp, ADInstruments). Los datos obtenidos se 
procesaron con un programa de adquisición de datos (Powerlab 8/30 and Labchart, 
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Metodología 
 Para obtener una medida de PAS fiable, las ratas fueron aclimatadas a la 
manipulación y al medio externo en cepos, acordes al tamaño de las ratas, y en un 
ambiente termostatizado y silencioso por 40 minutos. Se realizó la adaptación de los 
animales con 2-3 sesiones de medida donde únicamente se realizaba la inflación-
deflación del manguito de presión, sin registrar los valores de PAS. Una lámpara fue 
utilizada para mantener una temperatura de 33-34ºC durante las medidas, con la 
finalidad de mejorar la vasodilatación local en la cola del animal. 
 Después del período de adaptación, las ratas permanecieron relativamente 
imperturbables cuando se realizaron las medidas definitivas. Se realizaron las medidas 
de PAS cada 15 días luego del destete (a los 36, 51, 66 y 81 días de vida) y el valor de 
PAS fue calculado como el promedio de 5 mediciones. Se descartaron las medidas 
consideradas aberrantes por movimientos del animal o artefactos. 
 
4.7 Evaluación de la morfología renal 
 Tras el sacrificio de los animales a los 6 días de vida, los riñones fueron fijados 
con formalina tamponada al 10% durante 24 horas. Luego los tejidos fueron 
deshidratados utilizando concentraciones crecientes de etanol para incluirlos en tacos 
de parafina. Con un micrótomo se realizaron cortes longitudinales de 4 µm de espesor. 
Los preparados fueron teñidos con hematoxilina-eosina, Sirius Red o tricrómico de 
Masson para evaluar los parámetros morfométricos y los depósitos de colágeno, 
respectivamente. 
 El estudio de los preparados histológicos se realizó con un microscopio óptico 
Olympus BX51 equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., 
Richmond Hill, Ontario, Canadá). Las imágenes se analizaron con el software Image-
Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP, Silver Spring, MD). Las mediciones se 
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4.7.1 Determinación de los parámetros morfométricos renales 
Fundamento  
Se utilizó la tinción con hematoxilina-eosina. La eosina es un colorante ácido, 
por lo cual se asocia y colorea estructuras catiónicas del citoplasma y la matriz 
extracelular, tales como los filamentos citoplasmáticos, membranas intracelulares y 
fibras extracelulares. La hematoxilina se asocia con mordientes para actuar como un 
colorante básico, por lo cual se asocia y colorea estructuras aniónicas: heterocromatina 
y nucléolos, ARN ribosomal, matriz extracelular.  
Metodología  
Los preparados de cortes longitudinales de riñón de 4 μm de espesor fueron 
desparafinizados con xileno, rehidratados con soluciones alcohólicas de concentración 
decreciente y teñidos con solución acuosa de hematoxilina. Posteriormente, fueron 
deshidratados con soluciones alcohólicas de concentración creciente y teñidos con 
solución alcohólica de eosina. Finalmente se lavaron con xileno, se agregó un líquido 
de montaje no acuoso (bálsamo de Canadá) y se cubrieron con un cubreobjetos para 
lograr un preparado permanente.  
 Los diferentes parámetros morfométricos se examinaron en 10 áreas 
consecutivas corticales y yuxtamedulares de dos secciones por animal. El área 
glomerular total y el área capilar glomerular de las nefronas corticales y 
yuxtamedulares se determinaron con una magnificación de x400, cada campo 
correspondiente a un área de 1,367 mm2 326.   
 
4.7.2 Evaluación de los depósitos de colágeno en corteza renal con Sirius Red 
Fundamento 
 Se utilizó la tinción de Sirius Red. Este es un colorante aniónico que interactúa 
a través de sus grupos sulfónicos con los grupos básicos presentes en las moléculas de 
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Metodología 
 Se midieron los depósitos de colágeno en riñones de ratas de 6 días de vida. 
Los preparados de cortes longitudinales de riñón de 4 μm de espesor fueron 
desparafinizados con xileno, rehidratados con soluciones alcohólicas de concentración 
decreciente y con una solución buffer fosfato de sodio de pH 7,4. Luego fueron 
sumergidos en una solución acuosa saturada en ácido pícrico de Sirius Red 0,5% p/v 
(Direct Red 80, Sigma 365548). Después de 2 lavados con HCl 0,01M, los cortes 
fueron deshidratados con soluciones alcohólicas de concentración creciente, se lavaron 
con xileno, se montaron con bálsamo de Canadá y se cubrieron con un cubreobjetos 
para lograr un preparado permanente 332. 
 Se determinó el colágeno intersticial utilizando un score arbitrario en 10 
campos visuales consecutivos (magnificación x400), correspondientes a dos secciones 
por animal, provenientes de sectores diferentes del riñón. Se utilizaron los siguientes 
Score: 
0: normal o suave tinción alrededor de estructuras tubulares, glomerulares y 
vasculares. 
1 (leve): leve tinción, dobla la tinción normal alrededor de estructuras tubulares, 
glomerulares y vasculares. 
2 (moderada): tinción moderada del intersticio peri tubular y dentro de los glomérulos. 
3 (severa): tinción intensa que reemplaza las estructuras glomerulares y tubulares y 
que compromete <25% del área cortical. 
4 (muy severa): Tinción intensa que reemplaza las estructuras glomerulares y tubulares 
y que compromete >25% del área cortical. 
 
4.7.3 Evaluación de los depósitos de colágeno en corteza renal con tinción 
tricrómica de Masson 
Fundamento 
La tinción tricrómica de Masson se utiliza para visualizar las fibras 
de colágeno tipo I que forman fibras gruesas o haces y también, aunque en menor 
medida, las fibras reticulares. Se emplean tres colorantes para diferenciar el núcleo 
celular, el citoplasma y las fibras de colágeno.  
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Metodología 
 Los preparados de cortes longitudinales de riñón de 4 μm de espesor se 
colocaron en líquido de Bouin, 1 hora a 60°C como mordentaje. Posteriormente fueron 
desparafinizados en estufa a 60°C por 30 minutos, para luego sumergirse en xileno 
durante 10 minutos. Se rehidrató el tejido con soluciones alcohólicas de concentración 
decreciente. Los cortes se lavaron con agua destilada hasta desaparición del color 
amarillo. Se procedió a la tinción con hematoxilina férrica por 10 minutos, lavando 
con agua corriente por el mismo tiempo. Luego de un lavado con agua destilada, se 
tiñeron los preparados con solución de escarlata-fucsina ácida, durante 5 minutos, tras 
lo cual se lavó con agua destilada. Los tejidos se trataron con la solución de ácido 
fosfomolíbdico-fosfotúngstico durante 15 minutos y se tiñeron con solución de azul 
de anilina por 15 minutos. Luego de los lavados, se trataron los preparados con 
solución de ácido acético al 1% durante 5 minutos y los cortes fueron deshidratados 
con soluciones alcohólicas de concentración creciente, lavados con xileno, se 
montaron con bálsamo de Canadá y se cubrieron con un cubreobjetos para lograr un 
preparado permanente.  336. 
 Se determinó el colágeno intersticial en 10 campos visuales consecutivos 
(magnificación x400), correspondientes a dos secciones por animal, provenientes de 
sectores diferentes del riñón. Se utilizó el mismo score que se detalla en la sección 
4.7.2. 
 
4.7.4 Determinación de apoptosis o muerte celular programada: Técnica de 
TUNEL. 
Fundamento 
 El ensayo de TUNEL se llevó a cabo para detectar aquellas células de la corteza 
renal que hayan sufrido apoptosis. Para ello, se utilizó el kit DeadEnd T, Colorimetric 
System que permite la identificación de los extremos 3´-OH libres de los fragmentos 
del ADN genómico clivado como consecuencia de los procesos de apoptosis. 
Nucleótidos biotinilados son incorporados al extremo 3´-OH del ADN usando la 
enzima desoxinucleotidil transferasa recombinante. Estos nucleótidos son 
posteriormente marcados utilizando el conjugado estreptoavidina-peroxidasa de 
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rábano y detectados con peróxido de hidrógeno y diaminobencidina. De este modo, 
los núcleos apoptóticos son marcados de color marrón 333. 
Métodología 
 Se realizaron cortes longitudinales de riñón de ratas de 6 días de vida de 4 μm 
de grosor, Posteriormente se los desparafinizaron con xileno y luego se rehidrataron 
en grados decrecientes de etanol. Los cortes de tejido fueron fijados por inmersión en 
solución de paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y se los permeabilizó por 
incubación en proteinasa K (20 μg/ml) durante 15 minutos. Luego de volver a fijar los 
cortes con solución de paraformaldehído al 4% durante 5 minutos, se los incubó en 
buffer de equilibrio durante 10 minutos. Todos estos procedimientos fueron realizados 
a temperatura ambiente. Los cortes fueron posteriormente tratados con una mezcla de 
nucleótidos biotinilados y la enzima deoxinucletidiltransferasa terminal (TdT) en el 
buffer de reacción durante 60 minutos a 37º C dentro de una cámara húmeda para 
marcar los extremos del ADN fragmentado de las células apoptóticas. La actividad 
peroxidasa endógena en los tejidos fue bloqueada por incubación con una solución de 
H2O2 3% en PBS durante 5 minutos. Posteriormente se los incubó con la solución del 
conjugado de estreptoavidina-peroxidasa de rábano durante 30 minutos y luego fueron 
coloreados con el cromógeno diaminobencidina y H2O2 durante 10 minutos. La 
contratinción se realizó con hematoxilina y luego los preparados se montaron 
utilizando un medio acuoso (10% glicerol) para el análisis por microscopía óptica. 
Control Positivo: Un corte de cada tejido proveniente de una rata control fue tratado 
con una nucleasa del DNA previo a la realización de la técnica de TUNEL. La totalidad 
de las células presentaban marcación nuclear. Este control permitió confirmar que la 
permeabilización y la reacción de marcación fueron correctas. 
Control Negativo: En un corte de cada tejido proveniente de una rata control se realizó 
la marcación de TUNEL sin el agregado de la TdT. Las células de este preparado no 
mostraron marcación nuclear.  
 Se determinó el número de núcleos apoptóticos sobre el número de núcleos 
totales en campos visuales consecutivos (magnificación x400), correspondientes a dos 
secciones por animal. Las observaciones se analizaron con el software Image-Pro Plus 
4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP, Silver Spring, MD) para el análisis de imágenes. 
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4.8 Evaluación del sistema renina angiotensina 
4.8.1 Determinación del contenido de péptidos: AngII y Ang-(1-7)  
Fundamentos y métodos 
 Se midió el contenido de AngII y Ang-(1-7) mediante la técnica de 
Radioinmunoensayo (RIA, sigla en inglés de radioimmuno assay) en los riñones de las 
crías a los 6 días de vida, y en la corteza renal y el ventrículo izquierdo de las crías de 
81 días.  
Esta técnica se realizó en el Instituto de Química y Físicoquímica Biológicas 
(IQUIFIB-CONICET-UBA) bajo la dirección y supervisión de la Dra. M. Gironacci.  
 Se utilizó [125I]AngII y [125I]Ang-(1-7) para la cuantificación de AngII y Ang-
(1-7), respectivamente, las cuales fueron marcadas mediante el método de la 
lactoperoxidasa 334. Para ello, 2 μg de AngII o Ang-(1-7) fueron incubadas con 20 µl 
de buffer fosfato 0,2 M (pH 7,4) en presencia de Na125I (0,15 mCi), 10 µg de 
lactoperoxidasa y 8 µl de peróxido de hidrógeno (1:15.000) durante 5 min. La reacción 
fue finalizada por el agregado de acetonitrilo 5% en ácido trifluoracético 0,1%. Los 
péptidos marcados fueron purificados por cromatografía líquida de alta performance 
en fase reversa con un gradiente de acetonitrilo 5-35% en ácido trifluoracético 0,1% 
durante 50 min y un flujo de 0,8 ml/min.  
 Luego del sacrificio, los tejidos fueron rápidamente removidos y colocados en 
nitrógeno líquido hasta el momento de su uso. Posteriormente, fueron homogeneizados 
en una solución de etanol ácido (HCl 0,045 N), cada 1 g de tejido en 10 mL de buffer 
con la siguiente composición: 25 mM etilendiaminotetraacético (EDTA); 0,44 mM o-
fenantrolina; 1 mM p-Cloromercuribenzoato (PCMB); 0,12 mM pepstatin A; 1,6 U 
aprotinina; 2mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF); 3µM inhibidor de renina 
acetil-His-Pro-Phe-Val-Statine-Leu-Phe y coctel inhibidor de proteasas. Luego fueron 
centrifugados a 14.000 g durante 30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron 
purificados mediante el uso de columnas cromatográficas Sep-Pak-C18 Cartridges.  
Las columnas se activaron de la siguiente manera: 5mL de metanol, 5mL de 
tetrahidrofurano, 5mL de hexano, 5mL de metanol y 10mL de agua Milli-Q. Las 
muestras fueron cargadas dentro de la columna y eluídas mediante los siguientes pasos: 
10ml de agua Milli-Q, 5ml de ácido acético al 4%, y 5ml de etanol/ácido acético/agua 
(90:4:6) 335. El eluído del último paso fue liofilizado en un vaporizador centrífugo con 
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vacío Savant. Las muestras fueron resuspendidas con 100µl de buffer PRO (0,11 M 
Tris Base; 13 mM EDTA; 0,05% azida sódico; 0,5% cloruro de sodio; 0,1% PMSF; 
0,1% de BSA, pH 7,4) e incubadas con el correspondiente péptido marcado y el 
anticuerpo anti-AngII o anti-Ang-(1-7) (1:10.000).  
 Para poder estimar la concentración de cada uno de los péptidos, 
concentraciones crecientes conocidas de AngII o Ang-(1-7) fueron incubadas con el 
péptido marcado y el correspondiente anticuerpo. Las incubaciones fueron realizadas 
durante toda la noche con agitación leve a 4ºC. Así, el ligando frío desplaza al ligando 
marcado de los inmunocomplejos formados con el anticuerpo, siendo la cantidad del 
ligando marcado desplazado proporcional al ligando frío presente en la muestra. Al 
día siguiente, los inmunocomplejos fueron precipitados por incubación con suero de 
cabra anti-IgG de conejo y polietilenglicol 6,3% durante 1 h a 25ºC y posteriormente 
centrifugados a 800 g durante 30 min a 4ºC. El sobrenadante fue descartado y la 
radiactividad de los inmunocomplejos presentes en el sedimento fue cuantificada con 
un contador de centelleo sólido. La unión inespecífica se obtuvo incubando el ligando 
marcado en ausencia del anticuerpo específico. La unión total se obtuvo incubando el 
ligando marcado con el anticuerpo específico en ausencia del ligando frío. El valor de 
radiactividad obtenido fue corregido restando la radiactividad de la unión inespecífica. 
La fracción unida se obtuvo mediante la relación de la unión para cada condición sobre 
la unión total 334. Se midieron los niveles de [125I]-Ang-(1-7) y [125I]-Ang II utilizando 
un contador de centello sólido gamma (equipo Wallac Wizard 1470 (Automatic 
gamma counter, Perkin-Elmer)). 
 
4.8.2 Determinación de los niveles de ARNm de ECA, ECA2 y de los receptores 
AT1A y AT2 
Fundamentos y métodos  
Se midieron los niveles de ARNm de ECA, ECA2, AT1A y AT2 mediante la 
técnica de qRT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con 
transcripción inversa) en los riñones de crías de 6 días de vida, y en la corteza renal y 
el ventrículo izquierdo de las crías de 81 días.  
 
 
64 Materiales y Métodos 
 El análisis genómico sugiere la existencia de al menos dos genes para el 
receptor AT1 en la rata. El receptor AT1a y el receptor AT1b comparten 95% de 
homología de secuencia de aminoácidos. Regiones no codificadas de sus genes son 
sorprendentemente diferentes, lo que sugiere posibles diferencias en la expresión y 
regulación específica del receptor AT1a y receptor AT1b. De hecho, ambos subtipos de 
receptores son farmacológicamente y funcionalmente idénticos, pero difieren en la 
distribución tisular y la regulación transcripcional. El receptor AT1a está bien 
expresado en los tejidos cardiovascular y renal y es el principal regulador de la presión 
arterial. La expresión del receptor AT1b se limita a los tejidos endocrino tales como las 
glándulas suprarrenales y pituitarias 337. 
 Se extrajo una porción de corteza renal y una del ápice del ventrículo izquierdo 
(VI) de aproximadamente 50 mg de peso cada una (se estimó que ese peso estaba 
contenido en un cubo de 3 x 3 mm de cada tejido, aproximadamente). Los tejidos 
fueron colocados en 500 μl reactivo estabilizante de ARNm (relación 1:10) (RNAlater 
RNA Stabilization Reagent, QIAGEN) y fueron guardados a -20°C. Para la extracción 
de ARNm se utilizó un kit de extracción de QIAGEN (RNeasy Tissue Mini Kit, para 
tejido renal, y RNeasy Fribrous Tissue Mini Kit, para ventrículo). De cada uno de los 
diferentes tejidos se pesó entre 10-20 mg y se homogeneizó en 600 μl del buffer 
correspondiente con β-mercaptoetanol (relación 100:1) (Rotor-Stator homogenizer). 
Luego se centrifugó a 13.000 rpm por 3 minutos, el sobrenadante se mezcló con una 
parte de etanol 70% y fue transferido a la columna de extracción RNeasy spin. Esta 
fue centrifugada a 10.000 rpm durante 15 segundos, descantándose el eluído. 
Posteriormente, la columna con la muestra se trató con DNAsa I (relación 1:7 con 
buffer RDD) por 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, se eluyó la DNAsa I con 
buffer RW1 y se lavó la columna varias veces con buffer RPE (centrifugando a 10.000 
rpm por 15 segundos y descartando el eluído). Por último, se eluyó de la columna el 
ARNm dos veces, y en 30 μl de agua libre de nucleasas se evaluó el rendimiento y la 
pureza con la relación 260/280 (GEN 5, take 3 sesion), almacenándose a -80°C. 1 μg 
de ARNm fue convertido en ADNc. Para ello, se incubó en baño seco a 65°C por 5 
minutos: 1 μg de ARNm, 1 μl de Oligo(dT) primers (100pmol) y se llevó a volumen 
final 12,5 μl con agua DEPEC. Luego se colocó la muestra en hielo por 1-2 minutos. 
Para la conversión a ADNc se utilizó por muestra:  
 Buffer de Reaccion 5x: 4 μl 
 RiboLock RNase Inhibitor: 0,5 μl 
 dNTP mix: 2 μl 
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 Enzima RevertAid Transcriptase: 1 μl 
 
 Se agregaron 7,5 μl de esta mezcla a cada muestra, obteniéndose un volumen 
final de 20 μl. Las condiciones del ciclado fueron las siguiente: 60 minutos a 42°C; 10 
minutos a 70°C e infinito a 4°C. Las muestras se guardaron posteriormente a -20°C. 
 Para la amplificación de los genes de interés y de referencia se utilizaron 
(Rotor-Gene Q, QIAGEN) 6μl de muestra o agua libre de nucleasas o control positivo 
o control negativo, con 0,5μl de primer específico (Forward y Reverse) y 12,5μl de 
mezcla real. Los primers específicos, la temperatura de annealing y la longitud del 
producto se muestran en la tabla 4.1 
Gen Secuencia del primer Annealing Longitud 
del producto 

























Tabla 4.1: Secuencias de primers utilizadas, temperaturas de annealing y longitud 
del producto. F: forward; R: reverse; pb: pares de bases.1 
  La desnaturalización inicial de las amplificaciones fue a 94°C durante 5 
minutos. Condiciones del ciclado: 94ºC durante 2 segundos, anneling (ver tabla 4.1) y 
72ºC durante 30 segundos para la extensión (Rotor-Gene Q, QIAGEN). La cantidad 
de ciclos fue de 40 para todos los genes evaluados. El rango de temperaturas de melting 
evaluadas para los productos fue de 77ºC-95ºC, por 2 segundos.  
 Para obtener la eficiencia de reacción de cada gen se realizó una curva de 
calibrado con un pool de ADNc de las muestras de cada tejido. Para el gen de interés 
ECA y el de referencia GAPDH se partió de una dilución 1/40 y se hicieron 5 
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diluciones sucesivas al medio (1/80, 1/160,1/320, 1/640, 1/1280), para los genes de 
interés ECA2, AT1A y AT2 se partió de una dilución 1/10 y se hicieron 5 diluciones 
sucesivas al medio (1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320). Se le asignó a cada una de las 
diluciones una cantidad arbitraria de copias por reacción (1/10: 400; 1/20: 200; 1/40: 
100; 1/80: 50; 1/160: 25; 1/320: 12,5; 1/640: 6,25; 1/1280: 3,125). Se comprobó que 
la diferencia de Ct entre diluciones era de 1. El control positivo provino de la dilución 
del pool correspondiente a la utilizada por las muestras. El control negativo consistió 
en la misma dilución de las muestras, pero de ARNm proveniente de las extracciones, 
sin realizarle la retrotranscripción a ADNc. 
 Se comprobó que la eficiencia de reacción entre genes era <5%. Los valores de 
Ct se interpolaron en las curvas correspondientes a cada gen, obteniéndose las copias 
por reacción de cada muestra. Los niveles de ARNm de interés fueron expresados 
como copias por reacción de cada muestra, normalizados por las copias por reacción 
correspondientes al gen de referencia (GAPDH). Todas las muestras se analizaron por 
triplicado 338. 
 
4.8.3 Determinación de los niveles proteicos de ECA, AT1 y AT2 
 Se determinaron los niveles proteicos de la ECA en riñones de las ratas de 6 
días de vida, y de los receptores AT1 y AT2 en riñones de ratas de 6 días de vida y en 
corteza renal y ventrículo izquierdo de ratas de 81 días de vida mediante la técnica de 
Western Blot. 
Metodología 
 Los tejidos extraídos fueron homogeneizados (homogeneizador Pro 200, Pro 
Scientific Inc., Oxford, CT, USA) en el buffer de lisis: 20 mM HEPES; 1 mM EDTA; 
20% tritón; 4,2 mg/mL fluoruro de sodio; 44 mg/mL pirofosfato de sodio; 2 mM 
PMSF; 1,6 U aprotitina; 10mM orto-vanadato de sodio. Posteriormente los 
homogenatos fueron centrifugados a 100.000 g durante 60 minutos a 4°C. Luego se 
midió la concentración de proteínas en los sobrenadantes mediante la técnica de 
Bradford 339. Finalmente, las muestras se diluyeron en buffer Laemmli (50 mM 
Tris.HCl pH 6,8; 6 M urea; 6% β2-mercaptoetanol; 3% SDS; azul de bromofenol), se 
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calentaron a 100°C durante 2 minutos para ser sometidas a una separación en un gel 
de dodecilsulfato de sodio y poliacrilamida (SDS-PAGE).  
 Para las determinaciones de AT1 y AT2 se sembraron 80µg proteínas/calle que 
fueron separadas en un gel de SDS-PAGE al 10% realizando una electroforesis a 100 
mV durante una hora y media en una minicubeta (Bio-Rad). Posteriormente las 
proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa, utilizando el sistema 
Miniprotean 3 (Bio-Rad) a 300 mA, a 4°C, durante 1 hora en frío y con buffer de 
transferencia (48 mM Tris pH 9,2; 39 mM glicina; 20% metanol). Para la 
determinación de ECA se sembraron 100 µg proteínas/calle que fueron separadas en 
un gel de SDS-PAGE al 7%. La electroforesis se realizó a 100 mV durante una hora y 
media aproximadamente en una minicubeta. La transferencia de las proteínas a la 
membrana de nitrocelulosa se realizó durante una hora y media en frío y con buffer de 
transferencia con SDS al 0,03%. Se controló la transferencia de las proteínas mediante 
tinción con el colorante rojo de Ponceau S.  
 Posteriormente, se bloqueó la membrana durante 1 hora a temperatura 
ambiente con 5% leche en polvo desnatada en buffer Tris (TBS)/Tween 20 0,1% con 
agitación suave. Luego se realizó la incubación con los anticuerpos primarios durante 
toda la noche a 4°C con agitación suave (ver tabla 4.2). Tras realizar 4 lavados de 10 
minutos con TBS/Tween 20 0,1% a temperatura ambiente con agitación para eliminar 
el exceso de anticuerpo, éstos fueron detectados con el anticuerpo secundario, 
incubándolo durante 1 hora a temperatura ambiente y agitación con suave (ver tabla 
4.3). Luego se realizaron otros 4 lavados de 10 minutos con TBS/Tween 20 0,1% a 







Anti ECA Cabra Policlonal 1:1000 
Toda la noche 
a 4°C con 
agitación 
suave 
Anti AT1 Conejo Policlonal 1:1000 
Anti AT2 Conejo Policlonal 1:800 
Anti actina Conejo Policlonal 1:2000 
Tabla 4.2: Detalle de los anticuerpos primarios utilizados en la técnica de Western blot. 
Todas las diluciones se prepararon en albúmina al 1% en TBS/Tween 20. 
 
 


























Burro Anti ECA 1:5000 
Tabla 4.3: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de Western blot. 
Todas las diluciones se prepararon en leche descremada al 1% en TBS/Tween 20. 
 Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia utilizando el sistema 
de detección ECL (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) 
durante 2-4 minutos. La cuantificación de las bandas fue realizada mediante un 
analizador de imágenes digitales, usando un scanner Hewlett-Packard y el software de 
análisis ImageJ (National Institutes of Health, MD, USA). Los niveles proteicos de 
interés fueron expresados como la densidad óptica de cada banda normalizada por la 
densidad óptica correspondiente a la banda de β-actina corrida en el mismo gel. Todos 
los experimentos se realizaron por triplicado. 
Cuantificación de la concentración de proteínas 
La concentración de proteínas en los homogenatos se midió mediante la técnica de 
Bradford. Es una técnica colorimétrica basada en el cambio de absorbancia, de 466 nm 
a 595 nm, de una solución ácida de Coomassie Brillant Blue G250. Para la curva de 
calibración se empleó como patrón estándar de seroalbúmina bovina (BSA) disuelta 
en el buffer de homogeneización de las muestras. En un tubo de reacción se mezclaron 
por inmersión 100 μl de una dilución 1/20 para los riñones de ratas de 6 días de vida, 
y 1/40 de las muestras de corteza renal o ventrículo izquierdo de ratas de 81 días de 
vida. Para la construcción de la curva patrón se añadieron 100 μl de agua destilada 
como blanco o 100 μl de las diferentes diluciones de BSA (solución madre: 0,5 mg/ml, 
curva de calibración: 1/3, 1/5, 1/10, 1/20) con 90 μl de agua destilada y 1000 μl de 
reactivo de Bradford. Se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos y se leyó la 
absorbancia a 595 nm. Se realizó el cálculo de la concentración de proteínas 
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4.8.4 Localización y niveles de AngII y de receptor AT1 por 
Inmunohistoquímica  
Fundamento 
Se determinó la inmunomarcación de AngII y AT1 en la corteza renal de ratas 
de 6 y 81 días de vida, mediante la técnica de inmunohistoquímica. Se midió la 
densidad de los receptores AT1 en aorta a los 81 días de vida. 
Metodología 
 Una porción de tejido renal o de aorta torácica fue fijada en formaldehido 10% 
p/v en buffer fosfato de sodio (PBS), pH 7,4 e incluida en parafina. Se realizaron cortes 
longitudinales de 4μm de espesor y se desparafinizaron empleando xileno y, a 
continuación, se hidrataron con soluciones de etanol de graduación decreciente y, 
finalmente, solución buffer PBS, pH 7,4. La actividad de la peroxidasa endógena se 
bloqueó mediante la incubación de las secciones durante 30 minutos en peróxido de 
hidrógeno 1% p/v en metanol. Después de realizar 3 lavados de 5 minutos en PBS, pH 
7,4; los cortes fueron incubados con suero de bloqueo durante 20 minutos. 
Posteriormente, las secciones se incubaron con el anticuerpo primario policlonal de 
conejo anti-AT1 (dilución 1/100; Millipore) o con el anticuerpo primario policlonal de 
conejo anti-AngII (dilución 1/100; Peninsula Laboratories LLC), durante toda la noche 
a 4ºC. La inmunomarcación de las secciones de tejido se reveló mediante el empleo 
del kit comercial Vectastain ABC (Universal Elite, Vector Laboratories, CA, USA) 
que incluye anticuerpos secundarios universales biotinilados y el reactivo avidina-
peroxidasa. Se incubó con el anticuerpo secundario biotinilado durante 30 minutos. 
Después de realizar 3 lavados en PBS durante 5 minutos cada uno, se incubaron 
durante 40 minutos con el reactivo Vectastain Elite ABC, y se expusieron durante 5 
minutos a diaminobenzidina 0,1% y peróxido de hidrogeno 0,2% en solución buffer 
Tris 50 mM, pH 8. La contra-tinción se realizó con hematoxilina de Mayer y los 
preparados se montaron con bálsamo de Canadá. 341. 
Los controles negativos se realizaron con secciones de tejido incubadas con 
PBS en lugar del anticuerpo primario.  
Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 
equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, 
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Ontario, Canadá). Se tomaron 20 fotografías consecutivas y se midió en área 
inmunoreactiva utilizando el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, 
LP, Silver Spring, MD). Las mediciones se realizaron a doble ciego y bajo similares 
condiciones de luz, ganancia, compensación y magnificación. Se informan los % de 
área teñida en relación al área total de tejido. 
 
4.9 Determinación de la producción de anión superóxido inducida por NADPH 
en ventrículo izquierdo 
Fundamento 
 Se determinó la producción de anión superóxido inducida por NADPH, 
estimando así la actividad de la enzima NADPH oxidasa, en ventrículo izquierdo. La 
enzima NADPH oxidasa cataliza la transferencia de un electrón desde el NADPH 
hacia el O2 con la formación de O2●, de acuerdo con la reacción: 
2 O2 + NADPH  2 O2● + NADP+ + H+ 
El agregado del sustrato NADPH al medio de reacción induce la actividad de 
la enzima, que se evaluó mediante el monitoreo de la producción de O2● determinado 
a través de la quimioluminiscencia de la lucigenina. La lucigenina, en una reacción de 
adición con el O2●, se transforma en un compuesto inestable (lucigenina dioxietano) 
que se descompone en dos acridonas. Una de las acridonas generadas se encuentra en 
estado excitado, y vuelve a su estado fundamental produciendo luz 342. 
 
Metodología 
 La producción de anión superóxido dependiente NADPH oxidasa en el 
ventrículo izquierdo se midió por el método de lucigenina. Cortes de ventrículo 
izquierdo de 1x 5 mm fueron incubados en 3 mL de buffer de reacción por 20 minutos, 
gasificado con carbógeno (95% O2-5%CO2) a 37°C. El buffer consistió en buffer 
Krebs con la siguiente composición: 118,3 mM NaCl; 4,7 mM KCl; 1,35 mM CaCl2; 
1,2 mM MgSO4; 1 mM K2HPO4; 25 mM NaHCO3; 11 mM glucosa; 20 mM Hepes 
(pH 7.4 después de aireación con carbógeno). Cada corte se colocó en un vial de 
centelleo con 5 µmol/L lucigenina en un volumen final de 1 mL de Krebs-HEPES a 
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37°C. La quimioluminiscencia emitida (basal) fue medida en contador de centelleo 
líquido (LKB Wallac 1209 Rackbeta Liquid Scintillation Counter, Finlandia). Luego, 
se añadieron 5 mmol/L NADPH y la quimiluminiscencia emitida se midió cada 15 
segundos, por 5 minutos. Para evaluar la especificidad del método, se incubaron cortes 
con tempol, un mimético de la SOD (1 mM) en un volumen final de 3 mL de buffer 
de reacción, por 20 minutos con carbógeno, a 37°C. Las mediciones se realizaron en 
presencia de tempol (1 mM) en un volumen final de 1 mL. La incubación con tempol 
redujo la señal de la luminiscencia estimulada por NADPH a niveles basales en todos 
los grupos. Los datos se corrigieron con el valor basal y se calculó el área bajo la curva. 
Los resultados se normalizaron con el peso del tejido seco y se compararon con el 
valor del control 343. 
 
4.10 Evaluación de la respuesta contráctil de la aorta torácica frente a la AngII 
 Se estudió de reactividad vascular en anillos de aorta torácica de animales 
adultos de ambos sexos. Se determinó la respuesta contráctil vascular mediante el 
agregado de concentraciones crecientes de AngII (10-10 M a 10-6 M) al baño de 
reacción. 
Metodología 
 Las ratas de 81 días fueron sacrificadas por decapitación y se extrajo 
rápidamente la porción descendente de la arteria aorta torácica. Ésta se colocó en 
solución Krebs fría, se removió cuidadosamente el tejido conectivo y el tejido adiposo 
perivascular y se obtuvieron anillos de 3 a 4 mm de espesor para realizar los estudios 
de reactividad vascular. 
 Los segmentos obtenidos de arteria aorta se suspendieron en solución Krebs de 
pH 7,4, gasificada con 95 % de O2-5 % de CO2 a 37 ± 0,5 °C, utilizando un sistema de 
baño de órgano aislado en donde los anillos son estabilizados durante 60 minutos 
ajustando a una tensión basal de 1 g entre un soporte fijo y otro móvil que se encontraba 
conectado a un transductor de fuerza (TRI201, rango ± 25 g, PanLab SL) y las 
mediciones fueron registradas con un polígrafo (Fisiógrafo modular Power Lab, 
ADInstruments). Los datos obtenidos se procesaron con un programa de adquisición 
de datos (PowerLab 8/30 and Labchart, Australia). Durante este período de 
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estabilización, la solución Krebs se renovó cada 15 minutos y, en caso de ser necesario, 
la tensión se reajustó a 1 g. La composición de la solución Krebs fue: 118 mM NaCl; 
4,7 mM KCl; 25 mM NaHCO3; 1,13 mM NaH2PO4; 2,55 mM CaCl2; 1,15 mM MgCl2; 
11,1 mM D-glucosa; 0,004 mM EDTA; 0,11 mM ácido ascórbico. 
 Al finalizar el período de estabilización, se evaluó la capacidad de contracción 
del músculo liso vascular cambiando la solución Krebs por una solución Krebs 
enriquecida en potasio de pH 7,4, cuya composición fue: 32,8 mM NaCl; 90 mM KCl; 
25 mM NaHCO3; 1,13 mM NaH2PO4; 2,55 mM CaCl2; 1,15 mM MgCl2; 11,1 mM D-
glucosa; 0,004 mM EDTA; 0,11 mM ácido ascórbico. Posteriormente, se lavaron los 
anillos hasta alcanzar nuevamente la tensión basal de 1 g con solución Krebs y se 
evaluó la integridad del endotelio agregando acetilcolina (ACh, agonista de los 
receptores colinérgicos muscarínicos, 10-4-10-3 M) en anillos pre-contraídos con 
fenilefrina (FE, agonista selectivo de los receptores adrenérgicos α1, 10-9 -10-5 M). Se 
descartaron los anillos con una respuesta máxima a ACh menor al 60 %. Nuevamente 
se realizaron lavados con solución Krebs hasta alcanzar la tensión basal de 1 g para los 
estudios de relajación o constricción 344. 
 Luego de este período se evaluó la respuesta contráctil frente al agregado de 
concentraciones crecientes de AngII (10-10 -10-6 M). La respuesta vasoconstrictora se 
expresó como la tensión obtenida luego del agregado de AngII, respecto a la tensión 
máxima alcanzada con Krebs enriquecido en potasio (90 mM KCl), en porcentaje. 
 Se graficaron las curvas concentración-respuesta a AngII. Las curvas fueron 
analizadas mediante regresión no lineal y ajustadas a una curva sigmoidea con 
pendiente variable utilizando un software estadístico (Graph Pad Prism 5.0, San Diego, 
CA). Se obtuvo el valor de respuesta máxima (Rmáx, máxima amplitud alcanzada en 
las curvas de concentración-respuesta) y pCE50 (–log CE50, donde CE50 fue la 
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PROTOCOLO II 
4.11 Animales 
 El estudio se llevó a cabo en ratas Wistar machos exocriadas, tal como se 
describió en la sección 3.1.   
 
4.12 Preparación e implantación de las bombas osmóticas subcutáneas 
 La infusión crónica de AngII (AII) o solución fisiológica (SF, vehículo) 
en los animales se realizó mediante la colocación de bombas osmóticas subcutáneas 
(Alzet mini-osmotic pumps modelo 2002, Alza; Palo Alto, CA). Este modelo de 
bombas osmóticas se eligió debido a que liberan una solución de manera continua por 
14 días sin necesidad de colocar conectores externos o realizar manipulación frecuente 
de los animales, asegurando una liberación estable de la solución elegida a 
temperaturas corporales de 37°C. 
El procedimiento de llenado de las bombas osmóticas se realizó bajo flujo 
laminar para mantener la esterilidad de los materiales. Cada bomba se llenó con 200 
μl de solución de interés a temperatura ambiente, procurando que el llenado sea 
completo y que no contenga burbujas. De este modo, se asegura que las bombas 
osmóticas liberen 65ng/min de AII o SF. 
Luego se procedió a la implantación de las bombas de manera subcutánea, 
mediante la siguiente técnica quirúrgica. En el animal anestesiado se realizó una 
pequeña incisión en la piel que se encuentra entre las escápulas, abriendo el espacio 
hasta que se forma un pequeño bolsillo. La bomba osmótica se insertó en el bolsillo 
con el moderador de flujo alejado de la zona de la incisión. Luego se procedió al cierre 
de la incisión mediante sutura de la piel. Todo el procedimiento se realizó con 
instrumentos quirúrgicos y guantes estériles. 
 Un grupo de animales Ccm, Bbm y Bcm recibió una infusión subcutánea de AII 
(65 ng/min, diluida en SF), mientras que otro grupo de animales Ccm, Bbm y Bcm 
recibió una infusión de NaCl 0,9 % (SF) con el mismo flujo. Las bombas osmóticas 
fueron implantadas 14 días antes de finalizar el período experimental (día 68) 345 
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4.13 Registro de la presión arterial sistólica  
Se determinó la presión arterial sistólica de forma indirecta cada 3 días con el 
método de “tail cuff” (ADInstruments Quad Bridge Amp y los softwares 
ADInstruments PowerLab 8/30 y Labchart, Australia) detallada en la sección 4.6. 
 
4.14 Evaluación de la morfología vascular  
Al finalizar el período experimental, los animales fueron sacrificados por 
decapitación. Ambos riñones, la arteria aorta torácica y el corazón fueron extraídos 
inmediatamente del animal para realizar las técnicas histológicas. 
El estudio de los preparados histológicos se realizó con un microscopio óptico 
Olympus BX51 equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., 
Richmond Hill, Ontario, Canadá). Las imágenes se analizaron con el software Image-
Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP, Silver Spring, MD). Las mediciones se 
realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, 
y magnificación. 
 
4.14.1 Determinación de los parámetros morfométricos y los depósitos de 
colágeno perivasculares de las arterias renales corticales 
Fundamento y Metodología 
 Se realizó la tinción de Sirius Red como se detalló en la sección 4.7.2. 
 En cortes longitudinales de riñón se identificaron arterias renales de resistencia 
(arcuatas e interlobulillares). Las arterias arcuatas fueron identificadas a lo largo de la 
unión corticomedular y rodeadas de túbulos. Las arterias interlobulillares fueron 
identificadas como una sola arteria muscular dentro de la corteza interna y, a veces, 
situada cerca del glomérulo. Se excluyeron del estudio las arterias que no estaban 
seccionadas transversalmente y aquellas cuya área total del vaso (ATV) no se 
encontraba dentro de un rango de 600-2500 µm2. 
 
 
75 Materiales y Métodos 
 Se analizaron 30 vasos de tejido renal por preparado, con una magnificación 
x400. Para cada arteria se midió el ATV, el área total de la arteria incluyendo el 
colágeno perivascular de la adventicia (ATVC) y el área de la luz (AL). El área de la 
pared vascular (AM) fue calculada como AM=ATV-AL. Para evaluar la existencia de 
remodelado en la pared arterial, se calcularon las relaciones AM/AL y AL/ATV, 
expresada como µm2/ µm2. Para cuantificar los depósitos de colágeno perivasculares, 
el área del colágeno (AC) fue estimado por la diferencia entre ATVC y ATV, y 
normalizado por AL. La relación AC/AL fue expresada µm2/ µm2 x 10 346.  
 
4.14.2 Determinación de los parámetros morfométricos y los depósitos de 
colágeno perivasculares de las arterias coronarias del ventrículo izquierdo 
Fundamento y Metodología 
  La metodología de Sirius Red se desarrolló en la sección 4.7.2. Esta técnica 
permite visualizar en color rojo las fibras de colágeno presentes en la capa muscular 
(colágeno intersticial de la túnica media) y en la adventicia (colágeno perivascular).  
 Se analizaron 30 vasos de tejido cardíaco por preparado, con una magnificación 
x400. Para cada arteria se midió el área total vascular (ATV), el área total de la arteria 
incluyendo el colágeno perivascular de la adventicia (ATVC) y el área de la luz del 
vaso (AL). El AM fue calculada como AM=ATV-AL. Para evaluar la existencia de 
remodelado en la pared arterial, se calcularon las relaciones AM/AL y AL/ATV, 
expresada como µm2/ µm2. Para cuantificar los depósitos de colágeno perivasculares, 
el AC fue estimada por la diferencia entre ATVC y ATV, y normalizada por AL. La 
relación AC/AL fue expresada µm2/ µm2 x 10 346. Se excluyeron del estudio las arterias 
que no estaban seccionadas transversalmente. Se midieron arterias cuya ATV se 
encontraba dentro del rango de 500-3000 m2 
  
4.14.3 Determinación de los parámetros morfométricos y los depósitos de 
colágeno perivasculares de la aorta torácica 
Fundamento y Metodología 
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 La metodología de Sirius Red se desarrolló en la sección 4.7.2.  
 En preparados de aorta torácica de ratas de 81 días teñidos con Sirius Red se 
determinó el área de colágeno perivascular normalizada por el área de la luz del vaso 
(AC/AL) y el área de la pared media normalizada por la luz del vaso (AM/AL). Para 
estas determinaciones se utilizó un microscopio óptico Olympus BX51 equipado con 
una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, 
Canadá). Las imágenes se analizaron utilizando el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 
(Media Cybernetics, LP, Silver Spring, MD). Las mediciones se realizaron a doble 
ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación y magnificación.  
 
4.15 Evaluación de marcadores proinflamatorios (IL-6 y TNF-α) 
Las determinaciones de estos marcadores fueron realizadas en el laboratorio de 
Medicina Experimental del Hospital Alemán por el Dr. Jorge Tobli 
Fundamento 
La IL-6 y el TNF-α, son citoquinas pro-inflamatorias que poseen un rol central 
en los mecanismos etiopatogénicos de varias patologías de origen 
inmunológico o inflamatorio 347. Se determinó la inmunomarcación de IL-6 y 
TNF-α, mediante la técnica de inmunohistoquímica en corteza renal, ventrículo 
izquierdo y aorta. 
Metodología 
Una porción de tejido fue fijada en formaldehido 10% p/v en buffer fosfato de 
sodio, pH 7,4, e incluida en parafina. Se realizaron cortes de 4μm de espesor y se 
desparafinizaron empleando xileno y, a continuación, se hidrataron con soluciones de 
etanol de graduación decreciente y, finalmente, solución buffer PBS, pH 7,4. 
La actividad de la peroxidasa endógena se bloqueó mediante la incubación de 
las secciones durante 30 minutos en peróxido de hidrogeno 1% p/v en metanol. 
Después de lavar en PBS, pH 7,4, durante 20 minutos, los cortes incubaron con suero 
de bloqueo durante 20 minutos. Posteriormente, las secciones se incubaron con el 
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anticuerpo primario policlonal de cabra anti-IL-6 (dilución 1/100; Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) o con el anticuerpo primario monoclonal anti-TNF-α 
(dilución 1/50; R&D Systems, Minneapolis, MN), durante toda la noche a 4ºC. La 
inmunomarcación de las secciones de tejido se reveló mediante el empleo del kit 
comercial Vectastain ABC (Universal Elite, Vector Laboratories, CA, USA) que 
incluye anticuerpos secundarios universales biotinilados y el reactivo avidina-
peroxidasa. Se incubó con el anticuerpo secundario biotinilado durante 30 minutos. 
Después de lavar en PBS, se incubaron durante 40 minutos con el reactivo Vectastain 
Elite ABC, y se expusieron durante 5 minutos a diaminobenzidina 0,1% y peróxido de 
hidrogeno 0,2% en solución buffer Tris 50 mM, pH 8. La contra-tinción se realizó con 
hematoxilina de Mayer y los preparados se montaron con bálsamo de Canadá. 
Los controles negativos se realizaron con secciones de tejido incubadas con 
PBS en lugar del anticuerpo primario.  
Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 
equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, 
Ontario, Canadá). Se tomaron 20 fotografías consecutivas y se midió en área 
inmunoreactiva utilizando con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media 
Cybernetics, LP, Silver Spring, MD). Las mediciones se realizaron a doble ciego y 
bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación y magnificación. Se 
informan los % de área teñida en relación con el área total de tejido. 
 
4.16 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Se utilizó el test de Shapiro-Wilk para comprobar la distribución normal de las 
variables y el test de Bartlett para verificar la homogeneidad de varianzas. En los casos 
de distribución normal y varianzas homogéneas, los valores fueron expresados como 
la media ± EEM (error estándar de la media) y fueron analizados utilizando el test-t de 
Student o el ANOVA (análisis de la varianza).  
Para el análisis estadístico de variables de distribución normal con sólo dos 
grupos experimentales a comparar, se utilizó el test-t de Student. 
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 En los casos de variables de distribución normal con más de dos grupos 
experimentales, se utilizó el ANOVA. En los casos donde un factor era la dieta y el 
otro, el sexo, el tiempo o el tratamiento, se realizó el ANOVA de 2 factores. Los 
efectos de un factor fueron analizados independientemente de los efectos del otro. En 
el caso de no haber interacción significativa dieta x sexo/tiempo, se realizó un ANOVA 
de 2 factores seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples 
considerando los efectos principales. Cuando la interacción dieta x 
sexo/tiempo/tratamiento fue significativa, se analizaron los efectos simples con el test 
a posteriori de Bonferroni para múltiples comparaciones entre los grupos de interés. 
En todos los casos se indicó el tamaño muestral (n) y un valor de p<0,05 fue 
considerado como diferencia significativa. El Software Prism (Graph Pad Software, 
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4.17 Reactivos  
Nombre Origen 
Aceite de maíz Mazola, Argentina 
Acetilcolina clorhidrato Sigma-Aldrich, EEUU 




Ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitro benzoico (DTNB) Sigma-Aldrich, EEUU 
Ácido acético Biopack, Argentina 
Ácido ascórbico Biopack, Argentina 
Ácido clorhídrico Anedra, Argentina 
Ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) Sigma-Aldrich, EEUU 
Ácido etilen-glicol-tetraacético (EGTA)  Sigma-Aldrich, EEUU 
Ácido fólico  Anedra, Argentina 
Acido nicotínico   Fluka, Suiza 
Ácido nítrico Biopack, Argentina 
Ácido ortofosfórico  Merck, Argentina 
Ácido pícrico Sigma-Aldrich, EEUU 
Ácido tiobarbitúrico  Sigma-Aldrich, EEUU 
Ácido tricloroacético Sigma-Aldrich, EEUU 
Ácido trifluoracético Merck, Argentina 
Agua libre de nucleasas Biodynamics, Argentina
Agua Milli-Q Merck, Argentina 
Agua tratada DEPC libre de DNasas y 
ARNasas 
Invitrigen, EEUU 
Albúmina sérica bovina    ICN, EEUU 
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Nombre  Origen 
Angiotensina II (AngII) Sigma-Aldrich, EEUU 
Angiotensina-(1-7) Ang-(1-7) Bachem, EEUU 
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina  Sigma-Aldrich, EEUU 
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-TNF-α R&D Systems, EEUU 
Anticuerpo policlonal de cabra anti-ECA (ECA) 
Santa Cruz 
Biotechnology, EEUU 
Anticuerpo policlonal de cabra anti-IL-6 
Santa Cruz 
Biotechnology, EEUU 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-AT2 (AT2) Millipore, EEUU 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-AngII (ECA) 
Peninsula Laboratories 
LLC, EEUU 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-Ang-(1-7) Bachem, EEUU 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-AT1 (AT1) Millipore, EEUU 
Anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo  
Vector laboratories, 
EEUU 
Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado 
con peroxidasa de rábano   
Bio-Rad, EEUU 
Anticuerpo secundario de burro anti-cabra conjugado 
con peroxidasa de rábano   
Santa Cruz 
Biotechnology, EEUU 
Aprotinina  Sigma-Aldrich, EEUU 
Azida sódico Anedra, Argentina 
Bálsamo de Canadá Merck, Argentina 
Bicarbonato de sodio Anedra, Argentina 
Biotina Sigma-Aldrich, EEUU 
Butilhidroxitolueno (BHT) Sigma-Aldrich, EEUU 
Cafeína Biopack, Argentina 
Calmidazolium Sigma-Aldrich, EEUU 
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Nombre Origen 
Carbonato de calcio precipitado  Biopack, Argentina 
Caseinato de calcio COFEM, Argentina 
Citrato de hierro y amonio Sigma-Aldrich, EEUU 
Cloruro de calcio dihidrato Anedra, Argentina 
Cloruro de colina Anedra, Argentina  
Cloruro de magnesio hexahidrato Cicarelli, Argentina 
Cloruro de potasio  Cicarelli, Argentina 
Cloruro de sodio  Biopack, Argentina 
Cloruro de zinc Biopack, Argentina 
Cloruro férrico Anedra, Argentina 
Cloruro férrico Biopack, Argentina 
Cocktail de inhibidores de proteasas 
Thermo Scientific, 
EEUU 
Coomassie Brillant Blue G250, solución ácida 
Bio Rad Laboratories, 
Inc., EEUU 
D-glucosa Biopack, Argentina 
Diaminobenzidina Polyscience, EEUU 
Ditiotreitol 
Bio Rad Laboratories, 
Inc., EEUU 
dNTPs Mix, 10 mM each 
Thermo Scientific, 
EEUU 
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 
Bio-Rad, Munchen, 
Alemania 
Eosina Merck, Argentina 
Epinefrina  Sigma-Aldrich, EEUU 
Etanol Absoluto Biopack, Argentina 
Éter etílico Dorwil, Argentina 
 
 
82 Materiales y Métodos 
Nombre Origen 
Fenilefrina Sigma-Aldrich, EEUU 
Formaldehído Biopack, Argentina 
Fosfato dibásico de potasio Biopack, Argentina 
Fosfato dibásico de sodio Biopack, Argentina 
Fosfato monobásico de potasio Biopack, Argentina 
Fosfato monobásico de sodio monohidrato Biopack, Argentina 
Fluoruro de sodio J.T Baker, EEUU 
Fucsina ácida Sigma-Aldrich, EEUU 
Glicina 
Bio Rad Laboratories, 
Inc., EEUU 
Hematoxilina Sigma-Aldrich, EEUU 
Hidróxido de sodio  Anedra, Argentina 
Inhibidor de renina AnaSpeck Inc, EEUU 
Ioduro de potasio Anedra, Argentina 
Kit comercial Dead End T, Colorimetric System Promega, EEUU 
kit comercial Vecstastain Elite ABC (Universal) 
Vector Laboratories, 
EEUU 














Metanol Biopack, Argentina 
 
 
83 Materiales y Métodos 
Nombre Origen 
Mezcla Real 2x para Real-Time PCR, 100rxn 
Biodynamics, 
Argentina 
Molibdato de amonio tetrahidrato Anedra, Argentina 
N,N′-Dimetil-9,9′-biacridinio dinitrato (lucigenina) Sigma-Aldrich, EEUU 
n-Hexano Biopack, Argentina 
Nitroprusiato de sódio Anedra, Argentina 
o-fenantrolina Sigma-Aldrich, EEUU 
Oil red O Sigma-Aldrich, EEUU 
Oligo(dT)18 primer (0,5μg/μl) 
Thermo Scientific, 
EEUU 
Orto-vanadato de sodio Sigma-Aldrich, EEUU 
Pantotenato de calcio Anedra, Argentina 
Parafina Biopack, Argentina 
Paraformaldehído Sigma-Aldrich, EEUU 
Para-Cloromercuribenzoato Sigma-Aldrich, EEUU 
Peróxido de hidrógeno Cicarelli, Argentina 
Persulfato de amonio (PMSF) Sigma-Aldrich, EEUU 
Piridoxina HCl  Sigma-Aldrich, EEUU 
Pirofosfato de sodio Anedra, Argentina 
Polietilenglicol Sigma-Aldrich, EEUU 
Primers Forward, Reverse IDT, EEUU 
Propilenglicol Biopack, Argentina 








84 Materiales y Métodos 
Nombre Origen 
RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/μl) 
ThermoFisher 
Scientific, EEUU 
RiboLock RNase Inhibitor (40u/μl) 
Thermo Scientific, 
EEUU 
Riboflavina  Sigma-Aldrich, EEUU 
RNAlater RNA stabilization reagent QIAGEN, EEUU 
RNase-Free DNase Set QIAGEN, EEUU 
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit QIAGEN, EEUU 
RNeasy Tissue Mini Kit QIAGEN, EEUU 
Rojo de Ponceau S Sigma-Aldrich, EEUU 
Sacarosa Biopack, Argentina 
SDS - PAGE Bio-Rad, Alemania 
Selenato de sodio anhidro Sigma-Aldrich, EEUU 
Sistema de detección Amersham ELC de Western 
Blotting Detection Reagent 
Amersham Pharmacia 
Biotech, Suecia 
Streptavidina-Peroxidasa de rábano 
Vector laboratories, 
EEUU 
Suero de cabra anti-IgG de conejo Invitrogen, EEUU 
Sulfato de cobre pentahidrato Anedra, Argentina 
Sulfato de magnesio heptahidrato  Biopack, Argentina 
Sulfato de manganeso monohidrato Cicarelli, Arentina 
Superóxido dismutase Sigma-Aldrich, EEUU 
Terbutilhidroperóxido Fluka, Suiza 
Tetrahidrofurano Biopack, Argentina 
Tiamina HCl Sigma-Aldrich, EEUU 
Tris Ultra PureTM  Invitrogen, EEUU 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, EEUU 
 
 
85 Materiales y Métodos 
Nombre Origen 
Tween 20 Sigma-Aldrich, EEUU 
Vitamina A palmitato, 1.700.000 IU/g Parafarm, Argentina 
Vitamina B12 Sigma-Aldrich, EEUU 
Vitamina D3, colecalciferol 40.000.000 U/g Sigma-Aldrich, EEUU 
Vitamina E, alfa-tocoferol Sigma-Aldrich, EEUU 
Vitamina K, menediona   Sigma-Aldrich, EEUU 
Xileno Cicarelli, Argentina 
β-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich, EEUU 



























5.1 RESULTADOS: PROTOCOLO I 
Efectos de la deficiencia de zinc durante el desarrollo fetal, la 
lactancia y/o la adultez sobre el crecimiento, la presión arterial y el 
sistema renina angiotensina renal y cardiovascular. 
5.1.1 Registro del peso corporal, del consumo de alimento y de la concentración 
de zinc sérica de las ratas madres durante la gestación y la lactancia 
 Como se observa en la tabla 5.1, los pesos corporales de las madres que 
recibieron dieta control (MC) o dieta baja en zinc (MB) fueron similares al inicio del 
apareo, al día 21 de gestación y al día 21 de lactancia (destete de sus crías).  
 MC MB 
Peso corporal al inicio 
del apareo (g) 
253 ± 4 267 ± 4 
Peso corporal al 21 día 
de gestación (g) 
339 ± 5 346 ± 10 
Peso corporal al día del 
destete de las crías (g) 
275 ± 9 257 ± 15 
Tabla 5.1. Peso corporal de las ratas madres en diferentes momentos del período 
experimental. Los valores se expresan como la media ± EEM y fueron analizados con el test-t 
de Student; n=10 por grupo. 
  
 La tabla 5.2 muestra el consumo de alimento durante la preñez y la lactancia 
de las ratas madres y la concentración sérica de zinc. El consumo de alimento en ambos 
periodos (preñez y lactancia) fue similar entre los grupos MC y MB, por lo tanto no 
fue necesario introducir un grupo experimental pareado (madres que reciben igual 
cantidad de dieta control que el que consumieron las madres con dieta baja en zinc). 
Las madres que fueron alimentadas con una dieta deficiente en zinc durante la 
gestación y la lactancia presentaron una menor concentración de zinc sérica respecto 




 MC MB 
IDP durante la preñez (g/día) 22 ± 2 19 ± 2 
IDP durante la lactancia (g/día) 43 ± 9 40 ± 2 
Concentración sérica de zinc al 
día del destete (µg/dl) 
73 ± 7 35 ± 7* 
Tabla 5.2. Consumo de alimento y concentración sérica de zinc en ratas madres. 
IDP: ingesta diaria promedio de alimento durante el período indicado. Los valores son expresados 
como la media ± EEM, fueron analizados con el test-t de Student; n=10 por grupo. *p<0,001 vs 
MC.  
 
5.1.2 Registro del peso corporal, la longitud de la tibia y la concentración sérica 
de zinc en crías de 6 días de vida. 
 Las crías nacidas de madres alimentadas con la dieta baja en zinc durante los 
periodos de gestación y lactancia presentaron menores pesos corporales a los 6 días de 
vida respecto a aquellas crías nacidas de madres controles. No se observaron 
diferencias significativas en la longitud de la tibia. La restricción dietaria de zinc en 
las madres tuvo como consecuencia una reducción en la concentración de zinc sérica 
de las crías Bm y Bh (tabla 5.3). 
 Cm Bm Ch Bh 
Peso corporal (g) 13,2 ± 0,1 12,1 ± 0,2* 12,5 ± 0,2 11,1 ± 0,2 δ 
Longitud de tibia 
(mm) 
8,88 ± 0,05 8,91 ± 0,09 8,87 ± 0,05 8,75 ± 0,07 
Concentración 
sérica de zinc 
(µg/dl) 
173 ± 5 103 ± 7* 131 ± 7 89 ± 9 δ 
Tabla 5.3. Peso corporal, longitud de la tibia y concentración sérica de zinc en ratas 
de 6 días de vida. Los valores son expresados como la media ± EEM y fueron analizados usando 
ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori Bonferroni para comparaciones múltiples.  




5.1.3 Evaluación de la morfología renal a los 6 días de vida 
 Con el fin de determinar si la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal 
y el crecimiento temprano induce alteraciones en la estructura renal, se estudió la 
histología de este tejido. Dado que la nefrogénesis comienza el día 12 del desarrollo 
embrionario y se completa a los 10-12 días de vida, se realizaron los estudios a los 6 
días de vida. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.4.  
 Cm Bm Ch Bh 
PR/PC (g/100 g) 0,60 ± 0,01 0,55 ± 0,01* 0,63±0,01 0,59±0,01 δ 
 
Área total glomerular (μm2) 
Área cortical 2811±149 2258±81* 2337±108* 2108±175 
Área yuxtamedular 4419±269 3596±149* 3120±110* 3159±138 
 
Área capilar glomerular (μm2) 
Área cortical 2141±145 1818±67* 1855±90* 1691±55 
Área yuxtamedular 2986±163 2774±99 2535±94* 2468±109 
 
TUNEL 
Número de células 
positivas por área cortical 
94 ± 9 248 ± 25* 39 ± 8* 54 ± 6φ 
Tabla 5.4. Peso de los riñones, áreas glomerulares y capilares, apoptosis medida por 
la técnica de TUNEL. PR: peso del riñón, PC: peso corporal. Los valores son expresados como 
la media ± EEM y fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni para comparaciones múltiples. n=6 por grupo. *p<0,01 vs Cm; δp<0,01 vs Ch; φp<0,01 
vs Bm. 
 Las crías deficientes en zinc de ambos sexos tuvieron un menor peso renal 
respecto de las crías controles. En cuanto al área total glomerular, tanto cortical como 
yuxtamedular, fue menor en las crías machos deficientes en zinc respecto a su control. 
Las crías hembras controles presentaron menores áreas glomerulares comparadas con 




en estas estructuras renales. Esta es una evidencia de la diferencia de sexos ante esta 
deficiencia (tabla 5.4).  
 En cuanto al área capilar glomerular se observó que los machos deficientes 
tuvieron menor área capilar en la zona cortical en relación a los controles, pero esta 
diferencia no se encontró en la zona yuxtamedular. Las hembras controles también 
presentaron menor área capilar glomerular que los machos controles en ambas zonas 
evaluadas (tabla 5.4).  
 Con el fin de evaluar uno de los posibles mecanismos involucrados en las 
alteraciones estructurales renales inducidas por la deficiencia de zinc durante la 
gestación y la vida temprana, se determinó el número de células apoptóticas por área 
de corteza renal mediante la técnica de TUNEL. Las crías machos deficientes en zinc 
tuvieron un elevado número de células apoptóticas en el área cortical renal en 
comparación con los controles. La deficiencia de zinc no indujo cambios en la 
apoptosis entre las crías hembras que, a su vez, presentaron un menor número de 
células apoptóticas en comparación con los machos (tabla 5.4). 
 Se evaluaron los depósitos de colágeno en glomérulos, túbulos e intersticio 
peritubular de la corteza renal en cortes histológicos teñidos mediante la técnica de 
Sirius Red. Esta técnica permite visualizar el colágeno tipo I y III en color rojo. Los 
depósitos de colágeno fueron similares en todos los grupos estudiados (score: Cm: 
0,10±0,01; Bm: 0,14±0,08; Ch: 0,50±0,35; Bh: 0,54±0,25; n=6 por grupo). Estos 
resultados fueron confirmados mediante la tinción con Tricrómico de Masson, técnica 
que tiñe el colágeno tipo I de color azul (score: Cm: 0,2±0,1; Bm: 0,2±0,1; Ch: 0,1±0,1; 
Bh: 0,1±0,1; n=6 por grupo).  
En la figura 5.1. se observan fotografías representativas de la zona cortical del riñón 


















Figura 5.1. Fotografías representativas de riñones de ratas de 6 días. A. Tinción de 
Sirius red. La tinción de Sirius red permite visualizar el colágeno en color rojo. La flecha señala 
los depósitos de colágeno de la adventicia de las arterias renales corticales. B. Tinción con 
Tricrómico de Masson, en color azul, se visualiza el colágeno. C. TUNEL. Los núcleos apoptóticos 
se visualizan en color marrón. Las imágenes se muestran con una magnificación de x400. Barra de 
escala = 50 μm. n=6 por grupo. 
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5.1.4 Estudio de la participación del SRA renal a los 6 días de vida en las ratas 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc durante el desarrollo intrauterino 
y la vida postnatal temprana  
 Dados los resultados en el tejido renal presentados de las ratas a los 6 días de 
vida y teniendo en cuenta el importante papel que ejerce el SRA sobre el desarrollo y 
función del riñón durante las etapas tempranas de la vida de la rata, se estudiaron los 
componentes del SRA renal. 
Contenido de AngII y de Ang-(1-7)  
La figura 5.2.A. muestra el contenido de AngII en tejido renal de las crías de 
6 días de vida medidos por la técnica de RIA. Las crías macho que tuvieron una 
deficiencia dietaria de zinc durante la gestación y hasta los 6 días post-nacimiento 
presentaron niveles aumentados de AngII respecto a las crías controles. Sin embargo, 
la restricción de zinc no indujo cambios en los niveles de AngII en las ratas hembras. 
En cuanto al contenido renal de Ang-(1-7), no se hallaron diferencias entre los grupos 
machos y hembras sometidos a la restricción de zinc con respecto a los controles 
(figura 5.2.B.). En la figura 5.2.C. se observa que solo en el grupo de machos la 




































































Figura 5.2. Efecto de la restricción de zinc sobre el contenido de AngII (A) y de Ang-







renal de AngII / Ang-(1-7). Los valores son expresados como la media ± EEM, n=8 por grupo. 
Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores. Interacción dieta x sexo: significativa 
(p<0,01). Los efectos simples fueron analizados mediante el test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,01 vs Cm; p<0,01 vs Bm. 
 
Inmunohistoquímica de AngII en tejido renal de ratas de 6 días de vida 
 Para determinar la localización tisular de la AngII en la corteza renal fue 
utilizada la técnica IHQ. Los resultados obtenidos por el análisis de las imágenes 
obtenidas están en concordancia con los resultados obtenidos mediante la técnica de 
RIA (Cm: 10,3±0,8; Bm: 17,2±1,1*; Ch: 7,3±1,9; Bh: 12,1±2,3. % área teñida/ área 
total. *p<0,01 vs Cm). En la figura 5.3. se observa que los machos deficientes en zinc 
tuvieron mayor marcación que los controles, y no se observaron diferencias entre las 



























Figura 5.3. Fotografías representativas 
de riñones de ratas de 6 días. IHQ anti-
AngII.  
CN: Control negativo. G: glomérulo. Las 
imágenes se muestran con una 
magnificación de x400. Barra de escala: 




Niveles de expresión del ARNm de las enzimas ECA y ECA2 
 Teniendo en cuenta los efectos de la deficiencia de zinc sobre los niveles 
renales de AngII y de Ang-(1-7), y considerando que ECA y ECA2 son las principales 
enzimas involucradas en la formación de dichos péptidos, se midieron los niveles de 
ARNm de dichas enzimas por RT-qPCR en riñón de ratas de 6 días de vida. Como se 
observa en la figura 5.4.A. los niveles de ARNm de ECA se encontraron aumentados 
en los machos bajos en zinc respecto de sus controles. Sin embargo, la restricción de 
zinc no indujo cambios en los niveles de ARNm de ECA en las hembras. En cuanto a 
ECA2, los machos presentaron mayores niveles de ARNm de esta enzima, sin 


































































Figura 5.4. Efecto de la restricción de zinc sobre los niveles de ARNm de ECA (A) 
y ECA2 (B) en tejido renal de crías de 6 días de vida. Los valores son expresados como 
la Media ± EEM y fueron analizados con ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni; Interacción dieta por sexo significativa (p<0,01) en el caso de ARNm de ECA, n=6 
por grupo. *p<0,01 vs Cm; p<0,01 vs Bm. 
Niveles proteicos de la ECA  
 Dadas las diferencias observadas en la expresión del ARNm de ECA en las 
crías macho deficientes en zinc, se evaluaron los niveles proteicos de dicha enzima 
mediante la técnica de Western blot. En concordancia con los resultados obtenidos en 
la cuantificación del ARNm de la ECA, los machos deficientes presentaron mayores 
niveles proteicos de la enzima respecto a los controles. Además, la deficiencia de zinc 






























Figura 5.5. Niveles proteicos  de  ECA  en  tejido  renal  de  crías  de  6  días  de vida. 
Se muestran bandas representativas correspondientes a ECA y a las β-actina, obtenidas por la 
técnica de Westen Blot. DO: densidad óptica. Los valores son expresados como la media ± EEM, 
n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 vías. Interacción dieta x sexo: 
significativa (p<0,05). Los efectos simples fueron analizados mediante el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,05 vs Cm; p<0,05 
vs Bm. 
ECA 





Expresión del ARNm de los receptores de AngII: AT1A y AT2 
Teniendo en cuenta las alteraciones inducidas por la restricción dietaria de zinc 
durante etapas tempranas del crecimiento sobre los niveles de AngII, se evaluó la 
expresión del ARNm de los receptores AT1A y AT2.  
Los machos deficientes en zinc tuvieron mayores niveles de ARNm del 
receptor AT1A que los controles. Sin embargo, no se observaron diferencias entre los 
grupos de hembras (figura 5.5.A). En cuanto a los niveles del ARNm de AT2 se 
encontraron diferencias entre ambos sexos. Como se observa en la figura 5.5.B, el 
grupo de las hembras controles presentó niveles elevados de ARNm de AT2 con 
respecto al grupo de los machos controles, mientras que la deficiencia de zinc los 



































































Figura 5.5. Efecto de la restricción de zinc sobre los niveles de ARNm de AT1A (A) 
y AT2 (B) en tejido renal de crías de 6 días de vida. Los valores son expresados como la 
media ± EEM y fueron analizados con ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni; Interacción dieta por sexo significativa (p<0,01) en el caso de ARNm de AT2, n=6 por 
grupo. *p<0,05 vs Cm; p<0,05 vs Bm; δp<0,05 vs Ch. 
 
Expresión proteica de los receptores de AngII: AT1 y AT2 
 Dadas las diferencias encontradas de los niveles de ARNm para los receptores 
de AngII, se evaluó mediante la técnica de Western blot los niveles proteicos de dichos 
receptores en el tejido renal de ratas de 6 días. En la figura 5.6. se muestran los 
resultados obtenidos. En coincidencia con lo observado en los niveles de ARNm, los 
niveles del receptor AT1 de los machos con restricción de zinc fueron mayores en 
comparación con los controles (figura 5.6.A). No se observaron diferencias 
significativas entre los grupos de hembras. En cuanto al receptor AT2, los machos 
deficientes presentaron niveles proteicos aumentados respecto a los controles. A su 
vez, se observó que las hembras controles presentaron una mayor expresión proteica 
de AT2 en relación a sus respectivos machos. La deficiencia de zinc no indujo cambios 
































































Figura 5.6. Expresión proteica de receptores AT1 (A) y AT2 (B) en tejido renal de 
crías de 6 días de vida. Se muestran bandas representativas correspondientes a AT1, AT2 y β-
actina, obtenidas por la técnica de Westen Blot. DO: densidad óptica. Los valores son expresados 














Bonferroni; Interacción dieta por sexo significativa (p<0,05) en el caso de AT2, n=6 por grupo. 
*p<0,05 vs Cm 
Inmunohistoquímica del receptor AT1 en tejido renal de ratas de 6 días de vida 
En cortes histológicos de riñón se evaluó la marcación de los receptores AT1 
presente en la zona cortical mediante la técnica de IHQ. Se observó marcación 
inmunoreactiva en la zona de los túbulos proximales y distales en formación, 
principalmente (figura 5.7). En concordancia con los resultados obtenidos por WB, 
los machos deficientes en zinc tuvieron mayor marcación que los controles (6,1±05; 
Bm: 10,2±0,6*; Ch: 4,5±0,8; Bh: 7,2±0,8. *p<0,01 vs Cm). En la figura 5.7. se observan 




















Figura 5.3. Fotografías representativas 
de riñones de ratas de 6 días. IHQ anti-
AT1. CN: Control negativo G: glomérulo; 
Las imágenes se muestran con una 
magnificación de x400. Barra de escala: 





5.1.5 Registro del peso corporal, la longitud de la tibia y la concentración sérica 
de zinc de las ratas a los 81 días de vida 
A los 81 días de vida se determinó el peso corporal y el largo de la tibia como 
indicadores de crecimiento. Las crías sometidas a una deficiencia de zinc durante toda 
su vida, tuvieron un menor peso corporal y longitud de la tibia respecto de los controles 
(tabla 5.5). Esto también fue observado en los grupos Bcm y Bch, por lo cual la 
restitución del adecuado aporte de zinc luego del destete no fue suficiente para revertir 
los efectos sobre el crecimiento de la injuria nutricional sufrida en los periodos 
tempranos de la vida. Las hembras de todos los grupos experimentales presentaron 
menores pesos corporales y longitud de sus tibias en comparación con los machos. 
En cuanto al consumo diario de alimento no se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos evaluados, por lo cual no fue necesario introducir un 
grupo de alimentación pareado en este trabajo (tabla 5.5). 
Con el fin de evaluar el estado nutricional respecto del zinc, se determinó la 
concentración de este micronutriente en suero. A los 81 días de vida, las crías Bbm y 
Bbh presentaron menores concentraciones séricas de zinc que los respectivos 
controles. Los grupos a los cuales se les restituyeron el aporte de zinc en la dieta luego 
del destete (Bcm y Bch), tuvieron niveles de zinc sérico similares a sus respectivos 
controles (tabla 5.5). 
 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
PC (g) 387 ± 5 315 ± 9* 348 ± 7*φ 253 ± 4* 216 ± 4δφ 220 ± 5δγ 
LT 
(cm) 
3,90±0,03 3,64±0,03* 3,72±0,03* 3,54±0,02* 3,39±0,02δφ 3,37±0,02δγ 
IDP 
(g/día) 
22,2 ± 0,9 22,9 ± 0,9 23,0 ± 0,9 22,5 ± 0,9 21,6 ± 1,1 22,5 ± 0,8 
CZ 
(µg/dl) 
160 ± 9 120 ± 5*γ 147 ± 10 158 ± 6 106 ± 7δ 150 ± 6β 
Tabla 5.5. Peso corporal, longitud de la tibia, consumo de alimento y concentración 
sérica de zinc en ratas de 81 días. PC: peso corporal; LT: longitud de tibia; IDP: ingesta diaria 
promedio; CZ: concentración de zinc sérica. Los valores se expresan como la media ± EEM, n=12 
por grupo. Los datos fueron analizados con ANOVA de 2 factores. Interacción dieta x sexo: 




Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,01 vs Ccm; φp<0,01 
vs Bbm; γp<0,01 vs Bcm; δp<0,01 vs Cch; βp<0,01 vs Bbh. 
 
5.1.6 Registro de la presión arterial sistólica a los 36, 51, 66 y 81 días de vida 
Se registró la PAS cada 15 días luego del destete de las crías machos y hembras. 
La presión arterial aumentó gradualmente en los 6 grupos experimentales hasta los 51 
días de vida (figura 5.8). Los valores de PAS continuaron incrementándose hasta los 
81 días en las crías Bbm y Bcm. Por otro lado, los animales Ccm y Cch y los grupos 
de hembras deficientes (Bbh y Bch) no presentaron cambios significativos de la PAS 
luego de los 51 días de vida. 
Los animales Bbm presentaron valores de PAS mayores a los del grupo Ccm a 
los 51, 66 y 81 días de vida, mientras que en el grupo Bcm se evidenciaron mayores 
valores de PAS que el grupo Ccm a los 66 y 81 días de vida (figura 5.8). El incremento 
de la PAS fue similar en Bbm y Bcm, y ambos grupos alcanzaron valores superiores a 
140 mmHg a los 81 días. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en 
los valores de PAS entre los grupos de hembras en ninguno de los tiempos 
experimentales evaluados. 
Al día 81 ambos grupos de ratas machos que tuvieron restricción de zinc en 
algún período del crecimiento mostraron valores de PAS compatibles con hipertensión 
arterial, esto no fue observado en las ratas hembras. Estos resultados fueron 
coincidentes con lo observado en estudios anteriores de nuestro laboratorio (Tomat AL 
y col., 2013b). Los animales Ccm y Cch presentaron valores de PAS similares (figura 
5.9). Sin embargo, las ratas Bbm y Bcm mostraron mayores niveles de PAS que las 






Figura 5.8. Presión arterial sistólica durante el crecimiento post-destete. PAS: presión 
arterial sistólica; en ratas macho (A) y hembras (B). Los valores se expresan como la media ± EEM 
y fueron analizados con ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori Bonferroni; n=10 por 






















Figura 5.9. Presión arterial sistólica en ratas de 81 días de vida. PAS: presión arterial 
sistólica. Los valores se expresan como la media ± EEM y fueron analizados con ANOVA de 2 
factores, seguido del test a posteriori Bonferroni; n=10 por grupo. Interacción dieta por sexo 
significativa (p<0,01). *p<0,05 vs Ccm; ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm. 
 
5.1.7 Estudio de la participación del SRA renal en las ratas machos y hembras 
expuestas a una deficiencia moderada de zinc a los 81 días de vida 
Como se ha mostrado en las ratas de 6 días de vida en el presente trabajo, la 
deficiencia de zinc durante el desarrollo fetal y postnatal temprano indujo alteraciones 
en la morfología renal y en el SRA, principalmente en las crías machos. Teniendo en 
cuenta estos resultados, y considerando que en trabajos anteriores de nuestro grupo de 
investigación demostramos que en ratas machos adultas con restricción de zinc 
también se observaban alteraciones morfológicas y funcionales renales, el objetivo fue 
evaluar en ratas adultas con deficiencia de zinc como se encuentra el SRA de la corteza 
renal. 
Registro del peso renal  
 Al final del periodo experimental se determinó el peso de los riñones y se 
expresaron en relación a la longitud de la tibia. Todos los grupos de ratas que tuvieron 
restricción de zinc en algún periodo del crecimiento mostraron menores pesos renales 




Cch: 0,27±0,01*; Bbh: 0,21±0,01δφ; Bch 0,21±0,01δγ. *p<0,05 vs Ccm; φp<0,05 vs Bbm; 
γp<0,05 vs Bcm; δp<0,05 vs Cch). A su vez, los tres grupos de ratas hembras mostraron 
menores pesos que los machos. 
 
Contenido de AngII y Ang-(1-7) en la corteza renal 
La figura 5.9.A muestra los niveles de AngII obtenidos mediante la técnica de 
RIA en corteza renal de las crías a los 81 días de vida. Las crías macho que tuvieron 
restricción de zinc en algún momento de su vida (Bbm y Bcm) presentaron mayores 
niveles de AngII en corteza renal respecto de los controles. En cuanto a las crías 
hembras, no se encontraron diferencias significativas entre ellas. En la figura 5.9.B se 
muestra el contenido de Ang-(1-7) en la corteza renal, y no se hallaron diferencias 
significativas entre los grupos estudiados. Al evaluar las relaciones entre ambos 
péptidos (AngII / Ang-(1-7)) se observó que fue mayor en los grupos Bbm y Bcm 
respecto a su control, mientras que entre los grupos de hembras no se vieron 
diferencias significativas. Por otro lado, los tres grupos de hembras presentaron menor 





























































Figura 5.9. Efecto de la restricción de zinc sobre el contenido de AngII y Ang-(1-7) 
en corteza renal de ratas de 81 días de vida. Niveles de AngII (A) y de Ang-(1-7) (B), 
y relación AngII / Ang-(1-7) (C). Los valores se expresan como la media EEM, n=7 por 
grupo. Los datos fueron analizados con ANOVA de 2 factores. Interacción dieta x sexo: 
significativo (p<0,001). Los efectos simples fueron analizados mediante el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,01 vs Ccm; φp<0,01 









Inmunohistoquímica de AngII en la corteza renal  
 La técnica IHQ fue utilizada para determinar la localización tisular de la AngII 
y realizar un análisis semicuantitativo del contenido de este péptido en la corteza renal. 
Al analizar las imágenes obtenidas, en color marrón se observó una reacción positiva 
de AngII en los glomérulos y túbulos. A su vez, las ratas Bbm y Bcm presentaron una 
mayor tinción que los machos controles, en concordancia con los resultados obtenidos 
con la técnica de RIA (Ccm: 9,1±0,6; Bbm: 14,3±0,7*; Bcm: 12,6±0,8*; Cch: 8,2±0,8; 




















Figura 5.10: Fotografías representativas de corteza renal 
de ratas de 81 días. IHQ anti-AngII. G: glomérulo; TP: túbulo 
proximal; TD: túbulo distal; CN: control negativo. Flechas: 
inmunoreacción anti-AngII. Las imágenes se muestran con una 





Expresión del ARNm de las enzimas ECA y ECA2 en la corteza renal 
En la figura 5.11.A se muestran los resultados obtenidos del ARNm de ECA. 
La deficiencia de zinc durante la vida prenatal, la lactancia y/o el crecimiento post-
destete no indujo cambios significativos en los niveles de ARNm de ECA ni de ECA2 
en ratas de ambos sexos. Sin embargo, las hembras presentaron mayores niveles de 



























































Figura 5.11. Efecto de la deficiencia de zinc durante la vida prenatal y postnatal 
sobre la expresión del ARNm de la ECA (A) y ECA2 (B) en tejido renal de crías de 
81 días de vida de ambos sexos. ECA: enzima convertidora de Angiotensina, ECA2: enzima 
convertidora de Angiotensina tipo 2, GAPDH: gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. Los 






ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. 
*p<0,01 vs. Ccm; p<0,05 vs Bbm; γp<0,05 vs Bcm 
 
Expresión del ARNm de los receptores de AngII: AT1A y AT2 en la corteza renal 
 Dado que esta deficiencia de zinc indujo en ratas macho un aumento en los 
niveles de AngII en corteza renal, se procedió a evaluar los niveles de expresión génica 
de sus receptores (AT1A y AT2) mediante la técnica de RT-qPCR en corteza renal de 
ratas de 81 días de vida.  
En la figura 5.12.A se observa que los machos con restricción de zinc durante 
toda su vida (Bbm) así como también aquellos que tuvieron la deficiencia sólo en el 
periodo de gestación y lactancia (Bcm) presentaron niveles superiores de ARNm de 
AT1 en comparación con los controles Ccm.  Al igual de lo observado en el contenido 
de AngII en las ratas hembras la restricción no indujo alteraciones en los receptores. 
En la figura 5.12.B se muestran los niveles de ARNm de AT2, y no se observaron 



































































Figura 5.12. Efecto de la deficiencia de zinc durante la vida prenatal y postnatal 
sobre los niveles de ARNm de AT1A (A) y AT2 (B) en tejido renal de crías de 81 días 
de vida de ambos sexos. GAPDH: gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. Los valores se 
expresan como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 
2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0,01 vs. 
Ccm; p<0,05 vs Bbm; γp<0,05 vs Bcm. 
  
Expresión proteica de los receptores de AngII: AT1 y AT2   en la corteza renal 
Dadas las diferencias descriptas anteriormente en los niveles de ARNm de los 
receptores de AngII, se evaluó la expresión proteica de los mismos en la corteza renal 
de ratas de 81 días mediante la técnica de Western blot. 
Los machos que recibieron una dieta baja en zinc durante toda su vida, así como 
también los que sólo fueron sometidos a la deficiencia durante la vida fetal hasta la 
lactancia, presentaron una mayor expresión proteica del receptor AT1 a nivel en la 
corteza renal respecto a los controles. En concordancia con los resultados obtenidos 
para los niveles de ARNm, no se observaron diferencias en el contenido proteico de 
AT1 entre los grupos experimentales de ratas hembras (figura 5.13.A). La figura 
5.13.B muestra que la restricción dietaria de zinc durante las diferentes etapas de la 
vida no indujo cambios en los niveles proteicos del receptor AT2 en las crías hembras 






























































Figura 5.13. Niveles de expresión proteica del receptor AT1 (A) y del receptor AT2 
(B), en corteza renal de crías de 81 días de ambos sexos. Se muestran bandas 
representativas correspondientes a AT1, AT2 y β-actina obtenidas por la técnica de Westen Blot. 
DO: densidad óptica. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos 
A. 
B. 
   










fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples. *p<0,05 vs Ccm. 
 
Inmunohistoquímica del receptor AT1 en la corteza renal  
En línea con estos resultados, el análisis de las imágenes microscópicas 
obtenidas con la técnica IHQ reveló un incremento en el área inmunoreactiva de AT1 
en relación al área de tejido total en las ratas Bbm y Bcm en comparación con Ccm 
(Ccm: 7,9±0,8; Bbm: 14,4±1,4*; Bcm: 13,3±1,4*; % área teñida/área total, *p<0,05 vs 
Ccm). Entre los grupos de hembras no se observaron diferencias en este parámetro 
(Cch: 4,9±0,9; Bbh: 9,6±1,2; Bch: 8,4±0,8). 
 
En la figura 5.14 se muestran fotografías representativas de la corteza renal, 
correspondientes a la inmunomarcación para el receptor AT1. Se observa marcación 
positiva en color marrón en los túbulos distales y túbulos proximales, 





















Figura 5.10. Fotografías representativas de corteza renal 
de ratas de 81 días. IHQ anti-AT1. G: glomérulo; TP: túbulo 
proximal; TD: túbulo distal; CN: control negativo. Flechas: 
inmunorreacción anti-AT
1
. Las imágenes se muestran con una 





5.1.8 Estudio del SRA cardíaco en las ratas machos y hembras expuestas a una 
deficiencia moderada de zinc a los 81 días de vida 
 En estudios previos, hemos demostrado que la deficiencia de zinc indujo 
alteraciones morfológicas y funcionales a nivel cardíaco en ratas adultas. Los cambios 
fueron más evidentes en las ratas machos en comparación con las hembras ya que éstas 
no presentaron alteraciones cardíacas estructurales o funcionales significativas ni 
aumento de la PA (Tomat A, et al. 2013b; Juriol L, et al. 2016).  Teniendo en cuenta 
estos antecedentes se evaluó el estado del SRA cardíaco en ratas machos y hembras 
que fueron expuestas a esta deficiencia de zinc durante el desarrollo fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento post-destete.  
Registro del peso cardíaco  
En las ratas de 81 días se determinó el peso cardíaco, del ventrículo izquierdo, 
del ventrículo derecho y de las aurículas, los cuales se expresaron respecto a la longitud 
de la tibia. Como se muestra en la tabla 5.6, los animales machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante algún período de su crecimiento presentaron 
menores pesos del corazón y del ventrículo izquierdo. En las crías Bbm y Bcm se 
observó, a su vez, una disminución del peso de ventrículo derecho en comparación con 
Ccm. Por otro lado, las hembras presentaron menores pesos cardíacos, del ventrículo 
izquierdo y del ventrículo derecho en relación a los machos. No se observaron 
diferencias significativas en el peso de las aurículas entre los grupos experimentales 
evaluados.  
 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
PCor/LT 
(mg/cm) 
30±1 26±1* 26±2* 24±1* 20±2δφ 22±2δγ 
PVI/LT 
(mg/cm) 
21±1 18±1* 19±1* 17±1* 14±1δφ 15±1δγ 
PVD/LT 
(mg/cm) 
5,4±0,1 4,7±0,1* 4,5±0,2* 3,8±0,1* 3,4±0,1φ 3,4±0,1γ 
PAU/LT 
(mg/cm) 




Tabla 5.6. Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre el peso cardíaco, del ventrículo izquierdo, del ventrículo derecho y 
de las aurículas de ratas de 81 días de vida. LT: largo de tibia, PCor: peso cardiaco, PVI: 
peso de ventrículo izquierdo, PVD: peso de ventrículo derecho, PAU: peso de aurículas. Los 
valores se expresaron como la media ± EEM, n=12 por grupo. Los datos fueron analizados usando 
ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. 
*p<0,05 vs Ccm; δp<0,05 vs Cch; φp<0,05 vs Bbm; γp<0,05 vs Bcm. 
 
Contenido de AngII y Ang-(1-7) del ventrículo izquierdo  
La figura 5.15 muestra los niveles de AngII y de Ang-(1-7) medidos en 
ventrículo izquierdo de las crías a los 81 días de vida. Las crías macho que tuvieron 
deficiencia de zinc desde la vida prenatal hasta la adultez presentaron mayores niveles 
de AngII respecto a las controles. La administración de una dieta con contenido 
adecuado de zinc durante el crecimiento post-destete revirtió esta alteración. Por otro 
lado, no se encontraron diferencias significativas en el contenido ventricular de AngII 
entre los grupos de hembras (figura 5.15.A).  
En cuanto a los niveles de Ang-(1-7), no se encontraron diferencias entre los 
grupos evaluados (figura 5.15.B). Sin embargo, al calcular la relación entre los niveles 
de AngII y Ang-(1-7), se observó que esta fue mayor tanto en los machos como en las 




































































Figura 5.15. Efecto de la restricción de zinc sobre el contenido de AngII y Ang-(1-
7) en ventrículo izquierdo de ratas de 81 días de vida. Niveles de AngII (A) y de Ang-
(1-7) (B) y la relación entre AngII / Ang-(1-7) (C). Los valores se expresan como la media 
± EEM, n=7 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del 
test post hoc Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0,05 vs Ccm; γp<0,05 vs Bcm; δp<0,05 
vs Cch; αp<0,05 vs Bch. 
 
Expresión del ARNm de las enzimas ECA y ECA2 en el ventrículo izquierdo 
En la figura 5.16.A y B, observamos los niveles del ARNm de la ECA y de 
ECA2, respectivamente, en el ventrículo izquierdo de las ratas machos y hembras 
adultas. La deficiencia de zinc durante la vida prenatal, la lactancia y/o luego del 






























































Figura 5.16. Efecto de la deficiencia de zinc durante la vida prenatal y postnatal 
sobre los niveles del ARNm de ECA (A) y de ECA2 (B) en el ventrículo izquierdo de 
ratas de 81 días de vida. ECA y ECA2: enzima convertidora de angiotensina tipo 1 y tipo 2, 
respectivamente. GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los valores son expresados 
como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, 
seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0,05 vs Ccm; αp<0,05 
vs Bch. 
 
Expresión del ARNm de los receptores de AngII: AT1A en el ventrículo izquierdo 
Teniendo en cuenta los cambios observados en los niveles de AngII en el 
ventrículo de las ratas Bbm, evaluamos los niveles de ARNm del receptor AT1A por 
la técnica de RT-qPCR. Los animales Bbm y Bcm presentaron un incremento en la 
expresión del ARNm del receptor AT1A en comparación con los controles. Sin 
embargo, la deficiencia de zinc no generó cambios entre las hembras (Figura 5.17).  
Por otro lado, los niveles de ARNm del receptor AT2 a nivel cardiaco fueron 
muy bajos, por lo que la técnica utilizada no fue lo suficientemente sensible para 


































Figura 5.17. Efecto de la deficiencia de zinc durante la vida prenatal y postnatal 
sobre los niveles del ARNm del receptor AT1A en el ventrículo izquierdo de ratas de 
81 días de vida. GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los valores son expresados 
como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, 
seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0,05 vs Ccm. 
 
Expresión proteica de los receptores de AngII: AT1 y AT2   en el ventrículo 
izquierdo 
 Se valuó si la deficiencia de zinc durante diferentes etapas del crecimiento 
induce cambios en la expresión proteica de los receptores de AngII (AT1 y AT2) en el 
ventrículo izquierdo de ratas machos y hembras adultas. Como se muestra en la figura 
5.18.A, los animales Bbm y Bcm presentaron un incremento en la expresión proteica 
de los receptores AT1, sin observarse diferencias entre las hembras. Este resultado está 
en concordancia con lo descripto anteriormente para los niveles de ARNm de dicho 
receptor. Respecto a la expresión proteica de AT2, no se encontraron diferencias 






























































Figura 5.18. Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre la expresión proteica de AT1 (A) y AT2 (B) en el ventrículo izquierdo 
de las ratas de 81 días de vida. Se muestran bandas representativas correspondientes a AT1 o 
AT2 y a las β-actina, obtenidas por la técnica de Westen Blot. DO: densidad óptica. Los valores 
son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando 
ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. 














Producción de anión superóxido inducido por NADPH oxidasa 
 Es conocido el papel que cumple la enzima NADPH oxidasa en promover la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y que el aumento de AngII también 
estimula la producción de ROS estimulando la actividad de esta enzima. Debido a esto 
se evaluó la producción de anión superóxido inducida por NADPH, estimando así la 
actividad de la enzima NADPH oxidasa, principal fuente de especies reactivas del 
oxígeno, en el ventrículo izquierdo. 
 En la figura 5.19 observamos que la producción de anión superóxido inducida 
por NADPH fue mayor en los machos que tuvieron restricción dietaria de zinc durante 




































Figura 5.19. Producción de anión superóxido inducido por NADPH oxidasa. ABC: 
área bajo la curva. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos 
fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para 






5.1.9 Estudios de reactividad vascular en anillos de aorta torácica de ratas de 81 
días de vida 
Se estudió la respuesta vasoconstrictora frente al KCl (90mM) y a la AngII en 
anillos de aorta torácica con endotelio intacto mediante el agregado de concentraciones 
crecientes de Ang II al baño de órgano aislado. La AngII ejerce su acción 
vasoconstrictora en las células del músculo liso vascular a través de los receptores AT1 
acoplados a la proteína Gq, que a su vez activa un mecanismo dependiente de IP3 que 
conduce a un aumento en los niveles de calcio intracelular y a la contracción. En la 
figura 5.20 se muestra la respuesta alcanzada frente a la solución de Krebs enriquecida 
en KCl 90 mM, la cual fue utilizada como control para evaluar la capacidad contráctil 
del músculo liso vascular. El KCl actúa de manera inespecífica despolarizando la 
membrana celular, dando lugar a la activación de los canales de calcio dependientes 





























Figura 5.20. Contracción máxima alcanzada con KCl (90mM) en anillos de aorta 
torácica de crías de 81 días. Los valores se expresan como la media ± EEM; n=10 por grupo. 
Los datos fueron analizados con ANOVA, seguido del test a posteriori Bonferroni para 





En la figura 5.21 se muestran las curvas concentración-respuesta frente a 
AngII en anillos de aorta. Las crías que tuvieron una restricción de zinc durante algún 
periodo de su vida, tanto machos como hembras, tuvieron menor contracción máxima 
respecto a los controles. No se observaron cambios en la potencia de la AngII, estimada 
por el logaritmo negativo de la concentración molar requerida para alcanzar el 50% de 
la respuesta máxima (pCE50) (tabla 5.7). 































































Figura 5.21. Respuesta vasoconstrictora frente a la Ang II en anillos de aorta 
torácica de crías de crías de 81 días. Las curvas concentración-respuesta muestran la 
constricción inducida por la AngII en anillos de aorta con endotelio de ratas macho (A) y hembras 
(B). Los valores se expresan como la media ± EEM y fueron analizados con ANOVA, seguido del 




 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
Rmax 
(%) 
30,6±2,9 21,3±2,2* 23,3± 1,9* 29,6±2,3 18,9±2,1δ 18,4±2,6δ 
pCE50 7,69±0,34 7,99±0,10 7,86±0,14 7,67±0,15 8,13±0,32 8,51±0,28 
Tabla 5.7. Respuesta vasoconstrictora frente a la Ang II en anillos de aorta torácica 
de crías de 81 días. Rmax (%): máxima respuesta de contracción a la AngII normalizada 
respecto a la máxima contracción obtenida mediante el agregado de KCl. pCE50: logaritmo 
negativo de la concentración molar requerida para alcanzar el 50% de la Rmáx. Los valores son 
expresados como la media ± EEM, n=10 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA 
de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0,05 vs 
Ccm; δp<0,05 vs Cch.  
 
IHQ de receptores AT1 en aorta torácica  
 Dados los resultados presentados en este estudio sobre la contracción de la 
aorta frente a la AngII, se evaluaron los niveles del receptor AT1 por IHQ debido al 
papel que ejercen sobre el control del tono vascular. Las ratas machos que tuvieron 
restricción de zinc presentaron mayores niveles de área marcada del receptor AT1 
respecto al control (Ccm: 25,2±1,5; Bbm: 36,9±2,1*; Bcm: 31,1±1,8*, p<0,05 vs Ccm. 
% área marcada/ área total de tejido). No se encontraron diferencias significativas entre 
las hembras (Cch: 22,1±2,1; Bbh: 26,7±3,5; Bch: 26,1±3,2, % área marcada/ área total 
de tejido). 
En la figura 5.22 se muestran fotografías representativas de los anillos aórticos 








Figura 5.22. Fotografías representativas aorta de ratas de 81 
días. IHQ anti-AT1. CN: control negativo. Las imágenes se 
muestran con una magnificación de x400. Barra de escala: 50 
μm. n=5 por grupo. 
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5.2 RESULTADOS: PROTOCOLO II 
Estudio de los efectos de la infusión crónica de AngII sobre el sistema 
cardiovascular y renal en los animales adultos machos expuestos a la 
deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal y el crecimiento 
 La restricción dietaria de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o la adultez, 
indujo un aumento de la PAS y cambios en los componentes del SRA cardiovascular 
y renal principalmente en ratas macho (Bbm y Bcm). Es por ello que decidimos evaluar 
los efectos cardiovasculares y renales de la activación del SRA sistémico en ratas 
macho sometidas a una deficiencia moderada de zinc durate la vida fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento postdestete mediante una infusión crónica de AngII.  
 
5.2.1 Registro de la presión arterial sistólica  
 El día previo a la implantación de la bomba osmótica y cada 3 días durante 
todo el periodo experimental, se registró la PAS mediante la técnica de tail-cuff. La 
figura 5.23.A muestra la PAS en los grupos tratados con SF (solución fisiológica, 
vehículo). Se observa que los valores de PA fueron mayores en los grupos Bbm SF y 
Bcm SF respecto a Ccm SF en todos los tiempos experimentales estudiados. En la 
figura 5.23.B se observan los valores de PAS de los grupos tratados con AngII durante 
los 14 días. Los tres grupos experimentales mostraron un aumento paulatino de la PAS 
a partir del día 6 de la infusión con AngII. La figura 5.24 muestra los valores de PAS 
al final del tratamiento en los 6 grupos experimentales. Si bien en todos los grupos la 
AngII indujo un aumento en la PA, los animales Bbm AngII y Bcm AngII alcanzaron 
valores de PAS mayores que los animales Ccm AngII (Bbm AngII: 23 mmHg y Bcm 
AngII: 28 mmHg vs Ccm AngII). Por otra parte, las ratas Ccm, Bbm, Bcm tratados 





























































Figura 5.23. Efecto de la deficiencia de zinc durante la vida prenatal y postnatal 
sobre la presión arterial sistólica (PAS) en respuesta a la infusión crónica de AngII. 
A. Ratas macho que recibieron infusión subcutánea de NaCl 0,9% (SF), B. Ratas 
macho que recibieron infusión subcutánea de AngII (AII). PAS: presión arterial 
sistólica. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron 
analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para 













































Figura 5.24. Presión arterial sistólica al final del protocolo de la infusión crónica 
con Ang II o NaCl 0,9%. Los valores son expresados como la media ± SEM, n=6 por grupo. 
Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0,05 vs Ccm SF; βp<0,05 vs Ccm AII; φp<0,001 vs 
Bbm SF; γp<0,001 vs Bcm SF. 
 
5.2.2 Evaluación de la morfología y el estado inflamatorio en tejido renal 
Al finalizar el protocolo de infusión subcutánea con AngII o SF (día 14), los 
animales fueron sacrificados y se les extrajeron rápidamente los riñones, el corazón y 
la porción descendente de la aorta torácica para evaluar parámetros histológicos y el 
estado inflamatorio mediante la cuantificación de dos importantes marcadores: 
Interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNF-α).  
Evaluación del colágeno perivascular y la morfología de arterias renales  
       Mediante la técnica de Sirius red se evaluó el colágeno tipo I y III de las arterias 
intraparenquimales del tejido renal. Las ratas que tuvieron una deficiencia de zinc 
durante toda su vida, así como también aquellas que sólo tuvieron deficiencia durante 
la vida fetal y la lactancia, presentaron un aumento en el colágeno perivascular en este 




exacerbó los cambios inducidos por la deficiencia de zinc en los animales Bbm AII y 
Bcm AII (tabla 5.8). 
 En cuanto a la existencia de un remodelado vascular en las arterias renales, la 
deficiencia de zinc indujo un aumento significativo en la relación entre el área de la 
media y el área de la luz únicamente en las ratas Bcm SF. El tratamiento con AngII 
sólo modificó los parámetros morfométricos de las arterias renales de las ratas Ccm, 
que presentaron un aumento en la relación media/luz, acompañado de una menor área 
de la luz normalizada por el área total vascular (tabla 5.8, figura 5.25).  
 Ccm SF Ccm AII Bbm SF Bbm AII Bcm SF Bcm AII 
AC/AL 8,6±0,4 9,9±0,5 11,7±0,9* 13,2±0,4 13,8±0,8* 12,5±0,8 
AM/AL 3,94±0,24 5,42±0,21* 4,82±0,36* 4,42±0,38 5,38±0,29* 4,92±0,24 
AL/ATV 0,22±0,01 0,17±0,01* 0,20±0,01 0,21±0,01 0,18±0,01 0,19±0,01 
Tabla 5.8: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre el remodelado de arterias renales en respuesta a la infusión crónica 
de AngII.  AC: área de colágeno, AL: área de la luz, AM: área de la capa media, ATV: área total 
del vaso. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron 
analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para 






Evaluación de IL-6 y TNF-α en tejido renal 
 Mediante IHQ se midieron dos importantes citoquinas proinflamatorias: IL-6 
y TNF-α. La deficiencia de zinc produjo un incremento de las citoquinas 
proinflamatorias tanto en los animales Bbm SF como en Bcm SF. La infusión crónica 
con AngII incrementó la inmunomarcación de ambas citoquinas en todos los grupos. 
Sin embargo, este incremento fue menor en los animales Bbm AII y Bcm AII respecto 
a Ccm AII dado que las ratas deficientes en zinc presentaban un estado inflamatorio 
basal exacerbado (tabla 5.9). La figura 5.26 muestra fotografías representativas de la 
inmunomarcación obtenida para ambos marcadores en tejido renal. 
 Ccm SF Ccm AII Bbm SF Bbm AII Bcm SF Bcm AII 
IL-6 
%/área 
4,0±1,3 20,8±3,1* 19,6±2,2* 25,4±1,6φ 20,0±1,9* 24,0±2,2γ 
TNF-α 
%/área 
5,0±0,8 21,7±2,4* 20.2±2,2* 24,4±2,1φ 20.3±1,8* 23,4±2,0γ 
Tabla 5.9. Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre los marcadores proinflamatorios en tejido renal en respuesta a la 
infusión crónica de AngII. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. 
Ccm SF Bbm SF 
Bcm SF Bbm AII Bcm AII 
Ccm AII 
Figura 5.25. Fotografías representativas de la vasculatura de tejido renal (tinción de Sirius 




Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de 







Figura 5.26. Fotografías representativas de la inmunorreacción anti-IL-6 y anti-
TNF- α en tejido renal. Las imágenes se muestran con una magnificación de x400. 
Barra de escala: 50 μm. n=6 por grupo 
5.2.3 Evaluación de la morfología y el estado inflamatorio en tejido cardíaco  
Evaluación del colágeno perivascular y la morfología de arterias coronarias  
Mediante la técnica de Sirius red se evaluó el colágeno tipo I y III de arterias 
del ventrículo izquierdo. La deficiencia de zinc durante el desarrollo fetal, la lactancia 
y/o el crecimiento post-destete indujo un aumento en el colágeno perivascular del 
ventrículo izquierdo. La infusión crónica con AngII incrementó el área de colágeno 
perivascular solamente en el grupo Ccm AII (tabla 5.10). Por otro lado, sólo las crías 
Bbm SF presentaron un incremento en el área de la capa media vascular. No se 
observaron diferencias significativas en el área de la luz entre los grupos SF ni con el 
tratamiento crónico con AngII.  La figura 5.27 muestra fotografías representativas de 
la tinción con Sirius red de los ventrículos izquierdos. 
 Ccm SF Ccm AII Bbm SF Bbm AII Bcm SF Bcm AII 
AC/AL 1,37±0,20 2,68±0,23* 2,71±0,32* 2,30±0,66 2,16±0,18* 2,83±0,17 
AM/AL 1,28±0,03 1,35±0,07 1,77±0,21* 1,77±0,12 1,32±0,07 1,70±0,24 
AL/ATV 0,41±0,03 0,44±0,02 0,39±0,02 0,39±0,02 0,39±0,02 0,48±0,02 
Tabla 5.10: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre el remodelado de las arterias coronarias en respuesta a la infusión 
crónica de AngII.  AC: área de colágeno, AL: área de la luz, AM: área de la capa media, ATV: 
área total del vaso. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos 
fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para 







Evaluación de IL-6 y TNF-α en ventrículo izquierdo 
 Mediante IHQ se midieron IL-6 y TNF-α. Los resultados hallados en este tejido 
fueron similares al de riñón. La deficiencia de zinc produjo un incremento de las 
citoquinas proinflamatorias tanto en Bbm SF como en Bcm SF. La infusión crónica 
con AngII provocó un aumento de la inmunomarcación en todos los grupos 
experimentales. Sin embargo, este incremento fue menor en los animales Bbm AII y 
Bcm AII respecto a Ccm AII ya que las ratas deficientes en zinc presentaban un estado 
inflamatorio basal exacerbado sin la infusión de AngII (tabla 5.11). La figura 5.28 
muestra fotografías representativas de la inmunomarcación obtenida para ambos 
marcadores en tejido cardíaco. 
 
 
Ccm SF Ccm AII Bbm SF 
Bbm AII Bcm AII Bcm SF 
Figura 5.27. Fotografías representativas de la vasculatura de ventrículo izquierdo (tinción de 
Sirius red). Las imágenes se muestran con una magnificación de x400. Barra de escala: 50 μm. 












3,7±0,9 19,4±2,8* 17,7±1,6* 22,2±1,4φ 19,6±0,9* 22,7±2,6γ 
Tabla 5.11. Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre los marcadores proinflamatorios en tejido cardíaco, en respuesta a 
la infusión crónica de AngII. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por 
grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de 








Figura 5.28. Fotografías representativas de la inmunorreacción anti-IL-6 y anti-
TNF- α en tejido cardíaco. Las imágenes se muestran con una magnificación de 
x400. Barra de escala: 50 μm. n=6 por grupo 
5.2.4 Evaluación de la morfología y el estado inflamatorio en tejido aórtico  
Evaluación del colágeno perivascular y la morfología de la aorta  
                   Mediante la técnica de Sirius red se evaluó la morfología de la aorta 
torácica. No se observaron diferencias significativas en los depósitos de colágeno 
periaórticos entre los grupos estudiados. Sin embargo, los machos con deficiencia de 
zinc a lo largo de toda su vida tuvieron un incremento en la relación media/luz aórtica. 
La infusión de AngII produjo un aumento en dicha relación en todos los grupos 
respecto a los infundidos con SF (tabla 5.12). La figura 5.29 muestra fotografías 





 Ccm SF Ccm AII Bbm SF Bbm AII Bcm SF Bcm AII 
AC/AL 0,28±0,07 0,30±0,03 0,27±,06 0,37±0,03 0,26±0,03 0,34±0,01 
AM/AL 0,14±0,02 0,28±0,02* 0,23±0,01* 0,39±0,03φ 0,17±0,01 0,31±0,01γ 
Tabla 5.12: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre el remodelado de la aorta en respuesta a la infusión crónica de 
AngII. AC: área de colágeno, AL: área de la luz, AM: área de la pared media, ATV: área total del 
vaso. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por grupo. Los datos fueron 
analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para 


















Figura 5.29. Fotografías representativas de tejido aórtico (tinción de Sirius red) Las 




Evaluación de IL-6 y TNF-α en aorta torácica 
 Mediante IHQ se midieron las citoquinas proinflamatorias: IL-6 y TNF-α. Los 
resultados hallados en este tejido fueron similares al de riñón y corazón. La deficiencia 
de zinc produjo un incremento de estas citoquinas tanto en Bbm SF como en Bcm SF. 
El tratamiento con AII durante 14 días produjo un aumento de ambos marcadores en 
todos los grupos (tabla 5.14). En la figura 5.30 se observan fotografías representativas 
de la inmunomarcación con anti-IL6 y anti-TNF-α. 
 
 








1,5±0,5 17,0±1,9* 15,7±1,7* 30,6±2,0φ 15,4±1,6* 31,2±2,3γ 
Tabla 5.14. Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre los marcadores proinflamatorios en tejido cardíaco, en respuesta a 
la infusión crónica de AngII. Los valores son expresados como la media ± EEM, n=6 por 
grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de 








Figura 5.30. Fotografías representativas de la inmunorreacción anti-IL-6 y anti-





5.3 RESUMEN DE RESULTADOS 
 
PROTOCOLO I 
En las ratas madres: 
 El peso corporal de las ratas MB y MC fueron similares en todos los periodos 
evaluados.  
 El consumo de alimento fue similar en ambos grupos de madre durante la 
preñez y la lactancia. 
 Las concentraciones de zinc séricas al final de la gestación fueron menor en las 
MB. 
 
En las crías, a los 6 días de vida: 
 Las crías Bm y Bh presentaron un menor peso corporal respecto de Cm y Ch, 
respectivamente.  
 La longitud de la tibia fue similar en todos los grupos. 
 La concentración de zinc sérica fue menor en las crías Bm y Bh respecto a Cm 
y Ch, respectivamente. 
 
En tejido renal: 
 El peso del riñón referido al peso corporal fue menor en las crías Bm y Bh 
respecto a Cm y Ch, respectivamente.  
 El área glomerular y el área capilar glomerular fue menor en las crías Bm 
respecto a Cm.  
 El número de células apoptóticas fue mayor en las crías Bm. 
 El contenido de AngII renal, así como también la relación AngII/Ang-(1-7) fue 
mayor en Bm respecto a Cm. No hubo diferencias significativas en el contenido 
de Ang-(1-7). No hubo diferencias entre las hembras. 
 El aumento de los niveles de AngII en el grupo Bm fue confirmado mediante 




 Los niveles de ARNm y proteicos de ECA fue mayor en el grupo Bm. Las crías 
hembras presentaron menores niveles del ARNm de ECA2 respecto de las crías 
macho.  
 Los niveles de ARNm y proteicos del receptor AT1 se encontraron elevados en 
las crías Bm respecto a Cm.  
 El aumento de los niveles del receptor AT1 en las crías Bm fue confirmado 
mediante la técnica de IHQ. 
 Los niveles de ARNm del receptor AT2 fueron mayores en Ch respecto a Bh, 
mientras que los niveles proteicos de AT2 fueron similares entre Ch y Bh. El 
grupo Bm presentó mayores niveles proteicos del receptor AT2 que el grupo 
Cm.  
 
En las crías, a los 81 días de vida:  
 La PAS aumentó en todos los grupos experimentales entre los 36 y los 51 días 
de vida. Sin embargo, los valores de PAS continuaron incrementándose hasta 
los 81 días únicamente en las crías Bbm y Bcm, alcanzando PAS mayores a 
140 mmHg. Por otro lado, no se observaron diferencias en los valores de PAS 
entre los grupos experimentales de hembras en ninguno de los tiempos 
experimentales estudiados. 
 Las ratas de ambos sexos Bb y Bc presentaron menores pesos corporales y 
longitudes de tibia en comparación con las Cc. Bbm y Bbh presentaron 
menores concentraciones séricas de zinc que Ccm y Cch, respectivamente.  
 
En tejido renal (corteza renal) 
 Las crías Bb y Bc de ambos sexos presentaron menores pesos renales referidos 
a la longitud de la tibia que sus controles. 
 El contenido de AngII fue mayor en los machos Bbm y Bcm respecto a Ccm. 
No se encontraron diferencias en los niveles de Ang-(1-7) entre los grupos 
experimentales. Sin embargo, la relación AngII/Ang-(1-7) fue mayor en las 
crías macho Bbm y Bcm. Mientras que en las crías hembras dicha relación se 
encontró disminuida. 
 El aumento de los niveles AngII en las crías Bbm y Bcm fue confirmado 




 Los niveles del ARNm de ECA fue similar en todos los grupos estudiados. 
Mientras que los niveles del ARNm de ECA2 fue significativamente mayor en 
todos los grupos de las crías hembras.  
 Los niveles del ARNm y proteicos del receptor AT1 fue mayor en Bbm y Bcm, 
respecto al control. No se encontraron diferencias en las crías hembras. Los 
niveles del ARNm y proteicos del receptor AT2 fueron similares en todos los 
grupos.  
 El aumento de los niveles del receptor AT1 en las crías Bbm y Bcm fue 
confirmado mediante la técnica de IHQ. 
 
En tejido cardíaco (Ventrículo izquierdo) 
 Bb y Bc de ambos sexos presentaron menor peso cardíaco y del VI respecto a 
Cc.  Sólo los machos presentaron menor peso del ventrículo derecho respecto 
a Ccm. 
 El contenido en VI de AngII fue mayor en las crías Bbm. No se hallaron 
diferencias significativas en cuanto al contenido de Ang-(1-7) entre los grupos 
evaluados. Sin embargo, la relación AngII/Ang-(1-7) se encontró incrementada 
en los grupos Bbm y Bbh. 
 Los niveles del ARNm de ECA y ECA2 fueron similares en todos los grupos 
evaluados.  
 Los grupos Bbm y Bcm presentaron mayores niveles de ARNm y proteico del 
receptor AT1. No se encontraron diferencias significativas al evaluar los 
niveles del receptor AT2.  
 La producción de anión superóxido inducida por la NADPH oxidasa se 
encontró incrementada sólo en las crías Bbm. 
 
En aorta 
 Los machos Bb y Bc presentaron niveles mayores de AT1 en aorta, medidos 
por IHQ. Entre las hembras no se hallaron diferencias. 
 En estudios de baño de órgano aislado medimos la respuesta contráctil frente a 
AngII. Las crías que tuvieron deficiencia de zinc en algún momento de su vida, 






 Las crías Bbm y Bcm infundidas con SF presentaron valores de PAS cercanos 
a 140mmHg que fueron constantes a lo largo de todo el protocolo experimental.  
 Todas las crías que tuvieron tratamiento crónico con AngII presentaron un 
incremento en la PAS. A partir del día 6 de tratamiento, las crías Bbm y Bcm 
con AngII presentaron mayores valores de PAS respecto de las crías Ccm con 
AngII. Los valores fueron en aumento en todos los grupos experimentales hasta 
el final del protocolo. 
 
En tejido renal: 
 Bbm y Bcm infundidos con SF presentaron un incremento en el colágeno 
pevivascular y de la pared media vascular. 
 El tratamiento crónico con AngII indujo un incremento en la pared media 
vascular y una reducción de la luz del vaso sólo en Ccm. 
 Los grupos Bbm y Bcm infundidos con SF presentaron un importante 
incremento de citoquinas: IL-6 y TNF-α.  
 El tratamiento crónico con AngII produjo un aumento de las citoquinas 
proinflamatorias en todos los grupos, observando mayores valores en los 
grupos Bbm y Bcm respecto a Ccm. 
 
En tejido cardíaco:  
 Los animales Bbm SF y Bcm SF presentaron mayores valores de colágeno 
perivascular. A su vez, en Bbm SF se observó un incremento de la pared media 
vascular. 
 El tratamiento con AngII indujo un incremento del colágeno perivascular sólo 
en Ccm. 
  Los grupos Bbm y Bcm infundidos con SF presentaron un importante 
incremento de citoquinas: IL-6 y TNF-α.  
 El tratamiento crónico con AngII produjo un aumento de las citoquinas 
proinflamatorias en todos los grupos, observando mayores valores en los 







 En Bbm SF se observó un incremento de la pared media vascular. No se 
observaron diferencias significativas en los valores de colágeno perivascular. 
 En todos los grupos tratados con AngII se observó un incremento de la pared 
media vascular.  
 Los grupos Bbm y Bcm infundidos con SF presentaron un importante 
incremento de citoquinas: IL-6 y TNF-α.  
 El tratamiento crónico con AngII produjo un aumento de las citoquinas 
proinflamatorias en todos los grupos, observando mayores valores en los 




























La HTA es uno de los factores de riesgo más prevalentes que contribuye al 
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y renales. La importante asociación entre 
los niveles elevados de presión arterial y el desarrollo de insuficiencia renal, infarto 
agudo de miocardio y accidentes cerebrovasculares, posiciona a la HTA como una de 
las enfermedades con mayor morbilidad y mortalidad. El estudio de los factores 
involucrados en el desarrollo y mantenimiento de la HTA resultan de suma 
importancia para la prevención y el control de la misma.  
Múltiples estudios han demostrado que una dieta desbalanceada por el 
consumo de alimentos ricos en sal, grasas y glúcidos y pobres en micronutrientes y 
fibra puede contribuir al desarrollo enfermedades cardiovasculares, metabólicas y 
renales 198,199. La carencia de micronutrientes como el zinc es un problema nutricional 
relevante que afecta a la población, principalmente a niños y embarazadas 279,348. 
En nuestro laboratorio previamente hemos demostrado que la deficiencia 
moderada de zinc durante el crecimiento intrauterino y postnatal en ratas induce un 
retraso en el crecimiento y programa el desarrollo de alteraciones morfológicas y 
funcionales de los sistemas cardiovascular y renal en la vida adulta. A su vez, las ratas 
deficientes de ambos sexos presentan una menor actividad del sistema del óxido nítrico 
y un aumento del estrés oxidativo en tejidos relacionados con la regulación de la 
presión arterial, como lo son el corazón, el sistema vascular y los riñones. Estas 
alteraciones están presentes tanto en etapas tempranas como en la adultez. Sin 
embargo, los efectos deletéreos morfológicos y funcionales son más evidentes en las 
ratas macho, que a su vez presentan HTA en la adultez 325,328–330. 
El presente trabajo de tesis tuvo como principal hallazgo que las alteraciones 
observadas podrían relacionarse, al menos en parte, con un desbalance en la expresión 
de los componentes del SRA en el tejido cardiovascular y renal, con predominio de la 
vía vasoconstrictora dada por ECA/AngII/AT1. Observamos asimismo que los 
cambios en el SRA tisular fueron más acentuados en las ratas macho respecto de las 
hembras. Nuestras observaciones refuerzan la susceptibilidad de estos animales a la 
deficiencia nutricional de este micronutriente. Los resultados de este trabajo nos 
permiten inferir la importancia de un correcto aporte nutricional en madres gestantes, 
así como en lactantes, a fines de disminuir los riesgos que conlleva la programación 
fetal y perinatal.  
 Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis muestran que las crías 




postnatal presentan un crecimiento restringido, evidenciado por un menor peso 
corporal a los 6 días de vida, así como por una disminución del peso corporal y el largo 
de la tibia a los 81 días de vida. Además, esto no pudo ser revertido por la 
administración de una dieta con contenido adecuado de zinc durante el crecimiento 
posdestete, ya que los animales Bcm adultos presentaron también un menor peso 
corporal acompañado de una menor longitud de la tibia. En este sentido, estudios 
experimentales y clínicos avalan la hipótesis de programación fetal ya que han 
demostrado que diferentes injurias durante etapas tempranas del desarrollo se asocian 
con un bajo peso al nacer y la aparición de HTA en la vida adulta 349,350. Numerosas 
investigaciones han reportado previamente que el zinc es necesario para la 
proliferación celular y el crecimiento debido a que muchas de las hormonas y enzimas 
involucradas en estos procesos dependen de este micronutriente para su 
funcionamiento y/o síntesis 351,352. Otros autores han demostrado que el zinc aumenta 
la expresión del gen que codifica para la timidina kinasa, enzima que se encuentra 
involucrada en la síntesis de ADN en diferentes tejidos, y que estimula la producción 
de la hormona de crecimiento y de los factores de crecimiento símiles a la insulina 
300,301,353,354. Por otra parte, evidencias clínicas también han demostrado en mujeres 
embarazadas que los bajos niveles de zinc sérico se correlacionan con un mayor riesgo 
de tener menor tiempo gestacional y bajo peso al nacer de su descendencia 355. 
Resultados obtenidos y publicados por nuestro grupo de investigación 
mostraron que ratas macho sometidas a la deficiencia moderada de zinc durante el 
crecimiento prenatal y postnatal provocó una disminución de la TFG, asociado con 
una reducción del área de filtración glomerular, una disminución del número de 
nefrones, una inadecuada actividad del sistema del NO renal y vascular, un aumento 
del estrés oxidativo y un incremento en el número de células apoptóticas en el riñón a 
los 81 días de vida 325.  
Teniendo en cuenta el menor crecimiento lineal evidenciado en las ratas con 
una dieta deficiente, así como las alteraciones morfológicas y funcionales renales 
observadas previamente en la vida adulta, nos propusimos evaluar los efectos de la 
restricción de zinc en el desarrollo temprano del riñón al sexto día de vida. La 
deficiencia moderada de zinc durante el periodo nefrogénico indujo un menor 
crecimiento en el órgano de ratas de ambos sexos, hecho que se mantuvo en la vida 
adulta incluso luego de la restitución de zinc en la dieta posdetete. Por otro lado, se 
observó una disminución de la superficie de filtración glomerular en las crías machos, 
dado que presentaron una menor área glomerular y/o una menor área capilar de los 




sentido, diversos estudios han mostrado que factores ambientales adversos durante la 
gestación, como la restricción calórica y/o proteica materna, afectan la nefrogénesis y 
se asocian con riñones más pequeños, menor número de nefronas e HTA en la vida 
adulta 356. Asimismo, los resultados se encuentran en línea con estudios previos de 
nuestro laboratorio en este modelo y con la hipótesis de programación fetal, que 
postula que una injuria nutricional durante el desarrollo intrauterino puede limitar el 
crecimiento fetal y conducir a adaptaciones de diferentes tejidos y sistemas. La 
reducción en el número de unidades funcionales de diversos órganos, tales como el 
menor número de glomérulos, podría conferir un beneficio adaptativo para la 
supervivencia a corto plazo frente a esta injuria nutricional, dado que se priorizaría el 
desarrollo de otros órganos más importantes, pero que a largo plazo predispone al 
desarrollo de enfermedades en la vida adulta 223,273,325,326,357,358.  
Por otro lado, la menor superficie de filtrado observada en las ratas macho de 
6 días de vida con restricción de zinc se acompañó de un mayor número de células 
apoptóticas en la corteza renal. La menor biodisponibilidad de zinc en el tejido renal 
podría favorecer los procesos apoptóticos. Se ha descripto, en experimentos in vitro, 
que el zinc puede regular este proceso dada sus propiedades antioxidantes e inhibidoras 
de la actividad de enzimas proapoptóticas como las caspasas 3, 6, y 9, y las 
endonucleasas calcio-magnesio dependientes, responsables de la fragmentación 
apoptótica del ADN 359–361. Así, la restricción de zinc induciría un desbalance entre los 
procesos apoptóticos y proliferativos, afectando negativamente los procesos de 
hiperplasia e hipertrofia glomerular durante la nefrogénesis, conduciendo a los 
cambios morfológicos renales observados en este modelo. En este sentido, 
previamente hemos demostrado que, a los 21 días de vida, cuando el proceso 
nefrogénico ha finalizado, las ratas expuestas a esta deficiencia mostraron un menor 
número de glomérulos 326, que en la adultez se acompañó de una mayor apoptosis y 
reducción en la TFG 325. Otros modelos de programación fetal por restricción proteica 
o insuficiencia placentaria demostraron también una disminución en la expresión de 
factores anti-apoptóticos como Bcl2 y Pax-2, y un aumento de los pro-apoptóticos 
como p53, Bax y caspasa-3 en el riñón, acompañado de un menor número de 
glomérulos 223,226.  
Otro aspecto a evaluar respecto de la morfología renal es la fibrosis. En estudios 
anteriores de nuestro grupo demostramos que los animales adultos expuestos a la 
deficiencia de zinc durante el desarrollo fetal, la lactancia y el crecimiento mostraban 
signos de fibrosis en la corteza y médula renal 273. Sin embargo, en el presente trabajo 




ratas de 6 días de vida son muy jóvenes para desarrollar y evidenciar un proceso 
crónico multifactorial como es la fibrosis 362. 
Evidencia clínica y experimental muestra que el SRA tiene un rol clave en el 
desarrollo renal 363. En roedores, comienza a los 12 días, durante el crecimiento 
intrauterino, y culmina entre el día 10 y 15 después del nacimiento 365. Todos los 
componentes del SRA están presentes en el riñón durante su desarrollo y se ha 
demostrado que juegan un importante papel en la nefrogénesis 169. La AngII, al 
interactuar con los receptores AT1, media el crecimiento y la proliferación del 
parénquima renal en formación 176. Por otro lado, los receptores AT2 de AngII tienen 
acciones antiproliferativas y median procesos apoptóticos. El eje no clásico del SRA 
compuesto por ECA2/Ang-(1-7)/Mas-AT2 se comporta igual que este último 93,364. 
Así, es evidente que el adecuado balance entre los componentes del sistema resulta de 
suma importancia para el correcto desarrollo renal.  
Teniendo en cuenta las alteraciones observadas en las ratas nutricionalmente 
deficientes a los 6 días de vida, decidimos evaluar el SRA en el momento en el cual el 
riñón se encuentra en pleno desarrollo. En ratas macho de 6 días, la deficiencia de zinc 
indujo un aumento de los niveles de AngII que se vio acompañado de un incremento 
en los niveles de ARNm y proteicos de la ECA y del receptor AT1, así como del 
contenido proteico del receptor AT2. Por otro lado, los niveles de Ang-(1-7) fueron 
similares en todos los grupos, mientras que la relación AngII/Ang-(1-7) se encontró 
aumentada en las ratas Bm.  
Diversos estudios sugieren que las alteraciones tempranas en el SRA 
intrarrenal juegan un papel clave en la programación fetal y en el condicionamiento 
del tamaño y la función de dicho órgano. Sin embargo, existen trabajos contradictorios 
en cuanto a si el SRA es estimulado o inhibido ante una injuria nutricional durante la 
vida fetal y postnatal temprana 189,196,197,242,251,366–368. La mayor parte de estos estudios 
sugieren que ante una injuria durante el periodo nefrogénico existiría una respuesta 
temporal bifásica en el SRA intrarrenal: inicialmente, en neonatos habría una menor 
expresión de los componentes de este sistema; posteriormente los niveles se 
normalizarían llegando luego a una activación inapropiada del SRA, que a largo plazo 
contribuiría al desarrollo de HTA en la adultez 196. Por ejemplo, en un modelo de 
programación por restricción proteica del 9% en ratas, se observaron menores niveles 
de renina y de AngII renales en las crías recién nacidas 189. Por otra parte, otros grupos 
observaron resultados similares con los hallados en el presente trabajo 369,370. En 




restricción del crecimiento en ovinos mayores niveles de los receptores AT1, AT2 y 
MAS renales hacia fines de la gestación 197. Mao C y col. también obtuvieron 
resultados similares: mostraron en un modelo de programación fetal por hipoxia 
materna en ovejas que los fetos casi a término presentaban un incremento en los niveles 
proteicos y del ARNm del receptor AT1, acompañado de una reducción de los 
receptores AT2. Observaron, al igual que nosotros, una reducción en el área glomerular 
240. Por otra parte, otros estudios muestran que el bloqueo del SRA entre las semanas 
2 y 4 de edad, puede prevenir la HTA programada durante la vida fetal por diversas 
injurias 371–374. En estudios clínicos se ha observado la activación del SRA en neonatos 
prematuros asociados a una RCIU. Suzue y col. evidenciaron un aumento de la 
relación angiotensinógeno/creatinina en orina (marcador de daño renal crónico) al 
compararlos con neonatos a término. No observaron cambios en el angiotensinógeno 
plasmático, lo que sugirió una activación del SRA renal 375. En otros trabajos 
observaron un aumento en los niveles y actividad de ECA urinaria en prematuros 376. 
Considerando esta disparidad en los antecedentes que figuran en bibliografía, 
Kett MM reportó en su revisión del año 2011 que esto podría deberse a la gran 
diversidad de modelos empleados y al amplio rango de edad en las crías estudiadas 196. 
Más allá de los resultados contradictorios encontrados en la bibliografía en relación a 
la asociación entre los niveles de los componentes del SRA intrarrenal en etapas 
tempranas y la programación de HTA en la vida adulta, los diferentes trabajos y 
nuestros resultados destacan que un adecuado estado del SRA renal es crucial para el 
desarrollo normal de este órgano. Podríamos postular que tanto una disminución de la 
actividad del SRA renal como una activación por sobre los niveles normales esperados 
para esta edad inducirían una alteración del desarrollo renal. Considerando que en 
nuestro modelo experimental observamos mayores niveles de AngII y de la expresión 
de los receptores AT1, podríamos hipotetizar que estas alteraciones corresponden a una 
respuesta compensatoria que intenta contrarrestar el menor crecimiento renal y la 
tendencia proapoptótica hallada en la corteza renal, posiblemente originados por la 
deficiencia primaria de zinc. Por otra parte, teniendo en cuenta que la ECA es una 
metalopeptidasa zinc dependiente, sería esperable que su actividad se encuentre 
disminuida en los grupos deficientes. Esto podría llevar a un aumento compensatorio 
de su transcripción y expresión proteica, así como la activación de otras proteasas que 
también pueden generar AngII, como la catepsina G, la tonina, el activador de 
plasminógeno tisular, la elastasa2 murina (E2m) y la enzima generadora de AngII 




Por otro lado, estudios clínicos demostraron una relación directa entre mujeres 
embarazadas con bajos niveles de zinc y el nacimiento de sus niños prematuramente y 
de bajo peso. Los niveles séricos de proteína C reactiva, TNF-α y de IL-8 se 
encontraron aumentados en el grupo de mujeres embarazadas con bajo zinc. A su vez, 
el análisis de la placenta reveló un incremento de NF-κβ, un importante regulador de 
citoquinas inflamatorias 355. De acuerdo a esto, otra hipótesis podría ser que los niveles 
del factor NF-κβ se encuentren aumentados en las ratas en desarrollo debido a la injuria 
nutricional y consecuentemente estimule la transcripción de genes del SRA tales como 
AT1. Esto se explicaría a través de la existencia de un sitio de unión para NF-κβ en el 
promotor del gen del receptor AT1 106. Adicionalmente, se ha demostrado que la AngII 
induce la activación del sistema NF-κβ, los mecanismos involucrados aún se 
encuentran en discusión 92,95,96. Sin embargo, nuevos estudios serían necesarios para 
comprobar esta hipótesis en nuestro modelo experimental. 
Los resultados de este trabajo también muestran que las ratas machos y 
hembras presentan diferencias en el SRA renal a los 6 días de vida y que se adaptan 
de manera diferente a las injurias durante el desarrollo. Se evidenciaron diferencias en 
el patrón de expresión de los receptores para AngII desde etapas temprana del 
desarrollo renal, ya que las hembras controles expresan mayores niveles del receptor 
AT2 que los machos controles. Por otra parte, las alteraciones renales en etapas 
tempranas de la vida fueron más marcadas en los machos con dieta deficiente en zinc. 
Si bien las hembras con restricción de zinc mostraron signos de menor crecimiento 
corporal y renal, las mismas no presentaron diferencias significativas en las áreas 
glomerulares y el número de células apoptóticas respecto de sus controles, así como 
tampoco alteraciones importantes del SRA renal. Si bien los esteroides sexuales tienen 
una profunda influencia en el desarrollo y la progresión de enfermedades, y podrían 
contribuir a las diferencias de sexo observadas en la vida adulta 379, los mismos no 
explicarían las diferencias sexuales halladas a los 6 días de vida. Dichas alteraciones 
serían independientes de los esteroides sexuales dado que los animales se encuentran 
en pleno hiato prepuberal. Sugerimos entonces que las diferencias de sexo halladas a 
nivel renal podrían deberse a razones inherentes al sexo genético o a modificaciones 
epigenéticas diferentes. 380.  
Diversos estudios de programación fetal han encontrado que las crías machos 
son más sensibles a los efectos de las injurias in útero. Sin embargo, estas diferencias 
fenotípicas no han sido estudiadas en profundidad. La placenta podría tener un rol 
importante, dado que diversos modelos de programación fetal demostraron que dichos 




prenatales 239,240,247. En este sentido, estudios de programación fetal inducidos por 
administración de dietas de alto y bajo contenido graso a ratones demostraron que el 
transcriptoma placentario se modifica en ambos sexos. Sin embargo, las placentas de 
los fetos hembras son más sensibles a los cambios dietarios, ya que se observó que 
modifican un mayor número de genes en comparación con los fetos machos frente a 
las injurias nutricionales. Esto indicaría que en las hembras la placenta presenta una 
mayor plasticidad y, por ende, una mejor adaptación a los cambios frente a un ambiente 
intrauterino adverso 240. Ya que la biología evolutiva define a los mamíferos 
masculinos como el sexo más energéticamente “costoso” para la madre sería de esperar 
que la energía invertida en las adaptaciones tisulares ante diversos estresores estuviera 
volcada preferencialmente en seleccionar a la descendencia femenina, cuya fisiología 
debe ser preservada para asegurar la reproducción, la lactancia y, en última instancia, 
la supervivencia de la especie 248,249. Diversos modelos de programación fetal 
demostraron que el desarrollo somático de las crías macho no es priorizado respecto 
al de las hembras, en línea con la idea desarrollada previamente 213,215,237,238,241.  
En otros modelos de programación fetal también se hallaron diferencias de 
sexo al evaluar el SRA en etapas tempranas. En un modelo de programación de HTA 
inducida por dieta baja en proteínas en ratas donde se evaluó el SRA en fetos casi a 
término (19 días de gestación) se observaron mayores niveles de renina y ECA en 
riñones de los fetos macho que en las hembras. En el mismo modelo, se observó que a 
los 21 días de vida los receptores AT1 se encontraban aumentados en el tejido renal de 
las crías macho, mientras que en las hembras estaba incrementada la expresión proteica 
de AT2 y disminuida la renina 369. 
  
 Los resultados del presente estudio demuestran que la deficiencia de zinc 
durante la vida fetal y la lactancia programa en los animales adultos un incremento de 
la presión arterial con valores superiores a 140mmHg únicamente en las ratas macho. 
Estos resultados están de acuerdo con trabajos realizados previamente en el laboratorio 
328–330, y coincidente con estudios clínicos en los que se demostró que individuos con 
HTA esencial presentaban una deficiencia del micronutriente 381. A su vez, Chiplonkar 
y col. demostraron que la ingesta de zinc y su concentración en la membrana 
eritrocitaria presentaba una correlación negativa con la presión arterial en una 
población lacto-vegetariana de la India con un alto riesgo de desarrollar deficiencia 
moderada de este micronutriente 382. Estudios más recientes encontraron que en 




Sin embargo, los mecanismos involucrados en el desarrollo de la HTA por una 
deficiencia de zinc aún no están claros y se deberían a múltiples factores como el grado 
de deficiencia, la duración y el periodo de la vida en el cual se produce, ya sea durante 
la gestación, el periodo postnatal temprano o la adultez. La edad y el sexo también 
serían importantes ya que la homeostasis del zinc intra y extracelular depende en gran 
parte de estos factores 381. 
Diferentes modelos de programación fetal observaron hallazgos similares en 
cuanto a la diferencia de sexo, siendo los machos y no las hembras susceptibles al 
desarrollo de valores elevados de la presión arterial. En este sentido, la menor 
perfusión uterina y la dieta alta en sal durante la vida fetal programan un incremento 
de la presión arterial sólo en ratas machos 215,383. En ovejas, la exposición fetal a 
glucocorticoides determina niveles de presión arterial mayores en machos que en 
hembras 384. Por lo tanto, las diferencias de sexo en los modelos programación fetal 
demuestran que las hembras están más protegidas que los machos, independientemente 
de la especie o de las injurias. 
Muchas alteraciones morfológicas y funcionales en órganos importantes para 
el mantenimiento de parámetros hemodinámicos se ven principalmente modificadas 
en individuos macho expuestos a una desnutrición específica durante la vida fetal. Es 
posible que este diferente comportamiento se relacione al menos en parte con los 
esteroides sexuales que presentan los animales a los 81 días de vida. Se sabe que los 
estrógenos tienen per sé un potente efecto cardioprotector, reduciendo asimismo la 
tendencia aterogénica. Puede que gracias a esto las hembras resulten menos 
susceptibles al desarrollo de HTA  389. 
Como se describió anteriormente en esta discusión, hemos demostrado 
previamente que la deficiencia de zinc durante la gestación, la lactancia y/o el 
crecimiento postdestete induce un menor número de glomérulos acompañado de 
menor tasa de filtrado glomerular, mayor proteinuria, fibrosis, hipertrofia de arterias 
renales, incremento del daño oxidativo y una disminución en el sistema del NO en 
ratas macho adultas 273,325. Dichas alteraciones no revirtieron con una dieta con 
contenido adecuado de zinc luego del destete, motivo por el cual se postuló como 
mecanismo subyacente la programación fetal por deficiencia del micronutriente 325,326.  
Considerando estos antecedentes a nivel renal y las alteraciones halladas en el 
presente trabajo a los 6 días de vida, quisimos evaluar el estado del SRA a los 81 días 




y el equilibrio hidroeléctrico. Además, el SRA posee funciones paracrinas, autocrinas 
e intracrinas 385. Por ejemplo, los niveles de AngII son particularmente más elevados 
en el riñón que en el plasma 165. Su principal péptido bioactivo, la AngII, está 
implicado en los procesos hemodinámicos renales a través del receptor AT1 donde 
estimula la formación de ERO e interviene en la regulación de la transcripción de genes 
de crecimiento en células de músculo liso vascular 128,386,387.  
En el presente trabajo de tesis estudiamos el SRA de la corteza renal de ratas 
adultas a través de sus principales componentes: los péptidos AngII y Ang-(1-7), los 
receptores AT1 y AT2, y las enzimas ECA y ECA2. Los resultados muestran que el 
brazo presor del SRA renal se encuentra exacerbado en las crías macho con deficiencia 
de zinc, evidenciado por un aumento en el contenido de AngII y en la relación 
AngII/Ang-(1-7), así como en la expresión de los receptores AT1 en la corteza renal. 
A su vez, no se encontraron diferencias en el contenido de Ang-(1-7) ni de los 
receptores AT2 entre los diferentes grupos estudiados. Por otra parte, en las ratas 
macho los cambios en el SRA renal inducidos por la deficiencia de zinc en etapas 
tempranas del desarrollo fueron observados también en la vida adulta, sin observar 
correcciones en estas alteraciones en los machos que recibieron un aporte adecuado de 
zinc luego del destete. Por lo tanto, estos hallazgos podrían indicar que las alteraciones 
observadas serían programadas durante la vida fetal y postnatal temprana. En los 
grupos de ratas hembra no se observaron alteraciones importantes de este sistema, lo 
que además evidencia que la susceptibilidad en este modelo de injuria en etapas 
tempranas del desarrollo es sexo dependiente. 
El aumento en el contenido de AngII, de la relación AngII/Ang-(1-7) y de AT1 
en la corteza renal no se acompañó de un aumento en la expresión del ARNm de la 
ECA ni de la ECA2. Esta reportado que la ECA reduce su actividad en el contexto de 
diferentes tipos de injurias. Sin embargo, diferentes estudios sugieren que esta 
disminución de la actividad no resulta ser un factor limitante en la conversión de AngI 
en AngII, ya que la enzima tiene una capacidad muy elevada para catalizar esta 
reacción. Por ende, es posible que el aumento en la expresión de la vía clásica del SRA 
no demande un aumento en la expresión de ECA 310,312,388. Por otra parte, el incremento 
en los niveles medidos de AngII podrían deberse a las vías no clásicas. La AngII podría 
estar incrementada por vías enzimáticas de síntesis alternativas a la ECA, ya que la 
AngII se puede generar directamente a partir de angiotensinógeno mediante la acción 
de la catepsina G, la tonina y el activador de plasminógeno tisular 390,391. Además de 
la ECA, se ha demostrado que la catepsina G, la E2m y la enzima generadora de AngII 




de AngI 377,378. Se ha demostrado que la síntesis de AngII a partir de la enzima quimasa 
posee un papel escaso en condiciones fisiológicas pero que se sobre expresa en 
pacientes con enfermedad coronaria o renal y en diabéticos 392. En modelos 
experimentales, Becari y cols. demostraron que la E2m y ECA participan en conjunto 
de la conversión de AngI a AngII en condiciones fisiológicas 87. A su vez, han 
observado que el tratamiento de SHR y de ratas normotensas con enalapril aumenta la 
proporción de AngII generada por E2m 91. 
Las alteraciones del SRA intrarrenal podrían contribuir al aumento de la 
presión arterial y a los cambios observados previamente en este modelo en dicho 
órgano. Una de las alteraciones renales descriptas previamente en los animales Bbm y 
Bcm es una disminución de la TFG 325. En este sentido, es conocido que la interacción 
AngII-AT1 contrae las arteriolas aferentes y eferentes y estimula la contracción de las 
células mesangiales, lo que reduce el flujo sanguíneo renal, la tasa de filtración 
glomerular y la carga de sodio filtrada 393,394. Además, podríamos postular que en este 
modelo existirían alteraciones en la excreción renal de sodio, el principal electrolito 
que regula el volumen extracelular y la presión arterial. La Ang II regula la excreción 
de sodio por sus acciones en sitios vasculares y tubulares renales. La AngII tiene un 
efecto directo sobre el transporte tubular de sodio, activando al intercambiador Na+/H+ 
de la membrana luminal y al cotransportador Na+/HCO3- y la bomba Na+/K+ ATPasa 
en la membrana basolateral de los túbulos proximales. En la nefrona distal, AngII 
modula la actividad del intercambiador Na+/H+ y el canal de sodio epitelial. Además, 
favorece la reabsorción de sodio y la excreción de potasio en los túbulos colectores 
mediante la acción de la aldosterona 393,394. En ratas hipertensas tratadas con AngII a 
través de la implantación de una bomba osmótica se observó una marcada supresión 
de la excreción de sodio y del flujo sanguíneo renal 395. Otras evidencias demuestran 
que ratas infundidas con AngII mostraron una mayor expresión de los canales ENaC 
396 y una activación del cotransportador Na+/Cl- renal 397. A su vez, estudios in vitro 
utilizando fracciones de la membrana basolateral aislada de riñón de cerdo han 
demostrado que AngII estimula la actividad de Na+-ATPasa del túbulo proximal renal 
a través de la activación de proteína quinasa C 398. Todos estos mecanismos conducen 
al aumento en la reabsorción de sodio y agua, y una disminución de la fracción 
excretada de sodio. Teniendo en cuenta estos datos y nuestros resultados, se requieren 
nuevos estudios para comprobar si en nuestro modelo experimental existen 
alteraciones en el equilibrio hidroelectrolítico, así como en los transportadores 





Por otra parte la AngII, a través de la activación de los receptores AT1, es uno 
de los principales estímulos para la producción de radicales libres de oxígeno por parte 
de la enzima NADPH oxidasa 128. Los radicales libres, en especial el anión superóxido, 
reaccionan con el NO reduciendo su biodisponibilidad y generando peroxinitritos, 
especies altamente oxidantes. En trabajos previos hemos observado que los machos 
Bb y Bc presentaron una menor actividad del sistema del NO renal que fue 
acompañado de un aumento en el estrés oxidativo, dado por un incremento en la 
peroxidación lipídica y una reducción en los niveles de los sistemas antioxidantes 
como en el contenido de la GSH y las actividades de la GPx y la CAT 325. A su vez, la 
AngII, junto con el estrés hemodinámico que tiene lugar en la HTA, podría contribuir 
al aumento de colágeno perivascular y de la relación media/lumen observado en las 
arterias renales corticales de las ratas macho deficientes en zinc observado en este 
trabajo. Mediante la estimulación de AT1 se activan señales intracelulares que 
modifican la expresión de genes reguladores del crecimiento del músculo liso vascular 
promoviendo la síntesis de ADN y de proteínas. La AngII también puede estimular el 
crecimiento de la pared vascular estimulando la producción y la acción de factores 
mitogénicos como el bFGF (factor de crecimiento fibroblástico básico), el VEGF 
(factor de crecimiento endotelial vascular) o el TGF-β (factor de crecimiento 
transformante beta) que estimulan la proliferación de las células musculares lisas y la 
síntesis de proteínas 128. Todos estos factores conducen a un engrosamiento en el 
espacio subintimal y de la capa media, así como también acumulación de colágeno en 
la adventicia. Las modificaciones estructurales de la pared arterial tienen importantes 
repercusiones funcionales ya que contribuyen al mantenimiento de una resistencia 
vascular renal más elevada. La sobreexpresión de los componentes del eje presor del 
SRA en ratas macho podría explicar, al menos en parte, las alteraciones renales 
observadas previamente en este modelo 273,325.   
En cuanto al análisis del SRA en el riñón de los animales adultos, observamos 
que las crías hembra no presentaron cambios en los niveles de AngII ni de la ECA. Por 
el contrario, se observó una disminución en la relación AngII/Ang-(1-7) que fue 
acompañado con aumento del ARNm de la ECA2. Muchos modelos de programación 
fetal demostraron también alteraciones sexo-dependientes al evaluar el SRA. Por 
ejemplo, en modelos de programación fetal por insuficiencia placentaria se observó un 
aumento de la expresión de la ECA2 renal en las ratas adultas hembra normotensas. 
Asimismo, las crías hembras con restricción durante el desarrollo fetal y 
ovariectomizadas en la adultez presentaron HTA asociada a una disminución en la 
expresión de ECA2 235. Respecto a esto, se ha demostrado que los estrógenos modulan 




experimentales sugieren que el brazo depresor del SRA es más eficiente en ratas 
hembra que en machos 400, y que la regulación a través de los esteroides sexuales 
contribuye a las diferencias de sexo en el SRA y el control de la presión arterial. 401,402. 
Estudios en rata demostraron que la mayor expresión de la rama presora del SRA en 
machos es dependiente de testosterona 255, mientras que los estrógenos aumentan la 
expresión de la Ang-(1-7) en las hembras 256. A su vez, otros autores demostraron 
diferencias de sexo en cuanto a la expresión de genes del SRA renal tales como 
angiotensinógeno, AT1 y AT2 383. Es por ello que el aumento marcado del receptor 
AT2 en las hembras control podría deberse a diferencias sexo-específicas del 
transcriptoma renal. El gen que codifica para el receptor AT2 se localiza en el 
cromosoma X y podría estar influyendo en la protección de las hembras a la 
programación de enfermedades asociadas a la HTA a través de un aumento basal en 
su transcripción en comparación con los machos 403. Otros trabajos sobre 
programación fetal muestran también alteraciones en el SRA renal a favor de la vía 
vasopresora del sistema en los machos pero no en las hembras 404,405. Dados estos 
antecedentes y los propios resultados obtenidos en este trabajo, postulamos que las 
hormonas sexuales influirían diferencialmente en las alteraciones del SRA inducidas 
por la deficiencia de zinc durante el desarrollo fetal y posnatal que observamos a nivel 
renal.  
 
El corazón, al igual que el riñón, expresa todos los péptidos precursores, 
enzimas y receptores del SRA a través de los que actúan sus componentes, 
configurando en forma completa un SRA tisular con efecto local 152. Por ejemplo, se 
ha demostrado la síntesis local de AngII en miocitos y fibroblastos cardíacos 83,84. Dada 
la relevancia del SRA en la función cardiaca evaluamos si la restricción de zinc 
programa durante la vida fetal y postnatal cambios del SRA de este órgano. 
Los resultados de esta tesis muestran que, al igual que en el riñón, las crías de 
ambos sexos expuestas a una deficiencia moderada de zinc en etapas tempranas del 
desarrollo presentan un retraso del crecimiento cardíaco evidenciado por una 
disminución del peso del corazón y del ventrículo izquierdo. Las crías macho 
presentan adicionalmente un menor peso del ventrículo derecho en comparación con 
sus controles. Por otro lado, el hecho de que la restitución del adecuado aporte de zinc 
en la dieta luego del destete no normaliza el crecimiento cardíaco demuestra la 
importancia de este micronutriente para el desarrollo de este órgano durante la vida 




del SRA que hemos observado, ya que la acción de la AngII a través de los receptores 
AT1 se ha implicado con procesos de hipertrofia y proliferación celular 141,147,148. Está 
demostrado que la AngII producida localmente puede promover la inflamación, el 
estrés oxidativo y el crecimiento y / o la muerte celular, y de esta manera contribuir a 
la hipertrofia, la fibrosis y la disfunción cardíacas. 406–408. Por ende, hemos inferido 
que este menor crecimiento cardiaco podría estar mediado por mecanismos 
independientes del SRA. Los mismos se deberían principalmente a una menor 
biodisponibilidad de zinc, ya que este elemento participa como cofactor de 
metaloenzimas y factores transcripcionales implicados en el crecimiento y 
proliferación celular, y su deficiencia también está implicado en procesos 
proapoptóticos 409. Esto se correlaciona con nuestros resultados previos que 
demostraron que las crías macho presentan cardiomiocitos de menor tamaño y una 
reducción del espesor parietal del ventrículo izquierdo, que se condicen además con 
una reducción en la capacidad contráctil cardiaca. Por otro lado, las hembras mostraron 
ser menos sensibles a los efectos de esta deficiencia nutricional ya que no presentan 
alteraciones funcionales mecánicas o morfológicas en el ventrículo izquierdo. Si se 
observó en ratas deficientes de ambos sexos una disminución en la actividad del 
sistema del NO y aumento de la apoptosis. Estas alteraciones fueron más acentuadas 
en las crías macho que en las hembras 329,330. 
Los resultados de esta tesis muestran que las crías Bbm presentaron un 
incremento del brazo presor del SRA dado por mayores niveles de AngII, una relación 
AngII/Ang-(1-7) aumentada e incremento del receptor AT1 a los 81 días de vida. La 
combinación de esta activación del SRA presor junto con la reducción en la 
biodisponibilidad del zinc podría explicar la mayor producción de anión superóxido 
inducida por la NADPH oxidasa que hemos observado en estos animales. Por un lado, 
se ha demostrado que la AngII está directamente implicada en la formación de ERO y 
en la expresión de la NADPH oxidasa en células endoteliales y del músculo liso 
vascular. La participación de las ERO cumplen un papel central en el desarrollo de 
disfunción endotelial, la inflamación, la hipertrofia, la apoptosis, la migración, la 
fibrosis y la angiogénesis que desencadenan y acompañan aquellas patologías en las 
cuales la AngII es un componente central 410–413. Por otro lado, se ha descripto que el 
zinc tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiapoptóticas y es relevante 
en la regulación del sistema del NO cardíaco 320,414. En este sentido, se ha demostrado 
que el mismo limita el daño inducido por las ERO, suprimiendo así algunas de las vías 
de señalización que conducen a los procesos apoptóticos e inflamatorios 320,415. En 
trabajos anteriores hemos demostrado que las ratas Bbm presentan en el ventrículo 




antioxidantes como la glutatión peroxidasa (GPx) que contribuiríana disminuir las 
concentraciones aumentadas del anión superóxido que también observamos en este 
tejido 330.  
En el presente trabajo también evaluamos la morfología de las arterias 
coronarias y los niveles de citoquinas proinflamatorias en el corazón de las crías 
macho. Observamos en el grupo Bbm un incremento del colágeno perivascular 
acompañado de remodelado hipertrófico de la pared muscular, y un incremento de IL-
6 y del TNF-α en estas arterias. Inferimos que la activación del SRA local debido a la 
deficiencia de zinc, estaría influyendo para producir estas alteraciones. La bibliografía 
reporta que la AngII interactuando con los receptores AT1 favorece el crecimiento del 
músculo liso vascular así como también el aumento del depósito de colágeno. Se ha 
demostrado que AngII a través del receptor AT1 induce la producción de colágeno tipo 
I en células de musculo liso vascular a través de la activación del gen del procolágeno 
tipo I y tipo III por la vía de la MAPK/ERK 109,110. AngII también inhibe la expresión 
de algunas colagenasas 141. Otro factor inducido por AngII es el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGD), inducido por las vías del ERK y JNK 112. En cuanto al 
aumento de IL-6 y TNF-α, numerosos trabajos han demostrado el efecto de la AngII 
como activador de NF-κβ a nivel citoplasmático en muchos tejidos, tanto a través de 
las vías clásicas como de las no-canónicas del NF-κβ 92. El NF-κβ tiene la propiedad 
de activar la expresión de cito y quimioquinas y muchos otros mediadores 
proinflamatorios, por lo que se lo considera uno de los ‘reguladores maestros’ de la 
inflamación 97. Entre ellos, el NF-κβ es capaz de inducir la síntesis de TNF-α e IL-6 
99, y se ha demostrado que la AngII es capaz de inducir la síntesis de TNF-α en 
fibroblastos cardiacos 102. El zinc por su parte posee funciones antifibróticas, anti 
inflamatorias y antiapoptóticas 320 por lo que su deficiencia podría favorecer 
adicionalmente la expresión de un perfil inflamatorio a nivel tisular. 
En las crías Bcm, las alteraciones del SRA cardíaco fueron menos marcadas ya 
que no presentaron cambios en el contenido de AngII, en la relación AngII/Ang-(1-7), 
ni en la expresión de ARNm de ECA y ECA2. Sin embargo, se verían programadas 
durante la vida fetal y postnatal temprana alteraciones a nivel del receptor AT1, ya que 
su expresión transcripcional y proteica se encontraron aumentados en este grupo. Los 
cambios en este sistema se evidenciaron por un menor daño del ventrículo izquierdo, 
dado que no se observaron cambios en la producción de anión superóxido inducido 
por NADPH-oxidasa ni en el remodelado de las arterias coronarias. En trabajos previos 
observamos que este grupo de animales presenta también un incremento en la actividad 




defensas antioxidantes podría, a diferencia de lo observado en el grupo Bbm, 
compensar la mayor producción de ERO inducida por la NADPH oxidasa. 
Sin embargo, el adecuado aporte de zinc luego del destete no logró prevenir 
otras alteraciones observadas en el ventrículo izquierdo de los animales Bbm, como el 
incremento de la expresión de citoquinas proinflamatorias y del colágeno perivascular 
de las arterias coronarias. Estas alteraciones podrían estar mediadas en parte por el 
aumento en los niveles del receptor AT1, así como ser consecuencia de la deficiencia 
temprana de este micronutriente en este tejido. 
En contra posición, las crías hembras Bbh solamente presentaron un 
incremento en la relación AngII/Ang-(1-7), sin evidenciar otras alteraciones en el 
sistema. Tampoco desarrollaron HTA. Sin embargo, esto no significa que sean 
insensibles a la programación por restricción de zinc en etapas tempranas del 
desarrollo, ya que en trabajos previos demostramos que este grupo presentó una 
disminución en la actividad del sistema del NO y un aumento de la apoptosis, aunque 
las diferencias eran menos marcadas que en el grupo Bbm 330. En cuanto a estos 
resultados, postulamos que las en los adultos las hormonas sexuales influirían en forma 
diferencial en el desarrollo de las alteraciones cardíacas inducidas por esta injuria 
nutricional. Se ha demostrado que los estrógenos poseen un papel protector contra el 
desarrollo de HTA en las crías hembra con RCIU. En otros modelos de programación 
fetal se observaron alteraciones en el SRA y diferencias de sexo, sugiriendo que la 
HTA programada por una injuria nutricional se debería al aumento de la vía 
vasoconstrictora en los machos por mecanismos dependientes de testosterona mientras 
que las hembras tendrían una protección aparentemente por aumento de la vía 
vasodilatadora del SRA 235,236,250,380. 
 
En estudios previos demostramos que la restricción de zinc durante la vida 
fetal, la lactancia y/o el crecimiento postdestete programa disfunción endotelial en la 
arteria aorta torácica, dado que se evidenció una menor respuesta vasodilatadora 
dependiente del endotelio asociada a una menor producción de NO y una reducción en 
la expresión de la eNOS en las crías Bb y Bc machos y hembras 328.  
En diferentes modelos de programación fetal, la menor actividad del sistema 
del NO vascular se acompaña no sólo de alteraciones en la capacidad vasodilatadora 
sino también en la vasoconstrictora. Injurias durante el desarrollo intrauterino como la 




programan una menor respuesta frente a la ACh acompañada de una mayor respuesta 
vasoconstrictora frente a la fenilefrina, la noradrenalina o la angiotensina II en 
diferentes lechos vasculares de ratas adultas 231,345,416.  
En los modelos experimentales mencionados, la menor producción endotelial 
basal de NO tiene como consecuencia una exacerbación en la respuesta a los diferentes 
agentes vasoconstrictores. En el presente trabajo de tesis, evaluamos si la menor 
capacidad vasodilatadora inducida por la deficiencia de zinc se acompañaba de 
alteraciones en la respuesta vasoconstrictora a la AngII en aortas de las ratas adultas. 
Es sabido que la AngII desempeña un papel crucial en la regulación del tono vascular 
en el estado fisiológico, así como en la patogénesis de la HTA y otras disfunciones 
cardiovasculares. 37,157. Numerosos investigadores demostraron que una de las 
alteraciones fundamentales que condiciona el riesgo de desarrollar HTA en la 
descendencia adulta en modelos de injuria prenatal por nicotina e hipoxia es una 
sensibilidad aumentada a los efectos contráctiles de la AngII 245,417. Por otra parte, la 
mayoría de las funciones fisiológicas y patológicas de AngII para controlar la 
contractilidad vascular está mediada en gran parte por su interacción con el receptor 
AT1 23,32,182.  Contrariamente a lo esperado, los resultados de esta tesis doctoral 
muestran que la respuesta vasoconstrictora frente a la AngII fue menor en las ratas con 
deficiencia de zinc en ambos sexos. Esta alteración en la respuesta vasoconstrictora 
fue programada en etapas tempranas del desarrollo ya que los animales que recibieron 
aportes adecuados de zinc luego del destete no demostraron una mejoría en la respuesta 
vasoconstrictora al compararlos con los grupos Bb. Resultados similares fueron 
observados en la respuesta frente a otros agentes vasoconstrictores como la fenilefrina, 
un agonista 1-adrenérgico. La menor capacidad vasoconstrictora en estos grupos 
podría estar asociada a diferentes factores: cambios en la afinidad de los receptores a 
la AngII, alteraciones en la expresión de proteínas contráctiles, o alteraciones en la 
disponibilidad de calcio.  
En cuanto a esto, en estudios en paralelo de reactividad vascular demostramos 
que en aortas sin endotelio de las crías Bb y Bc de ambos sexos se observó una menor 
respuesta máxima vasoconstrictora frente a la cafeína 328. La cafeína interactúa con 
receptores de rianodina presentes en el retículo sarcoplásmico de las células de 
músculo liso vascular, induciendo la liberación de calcio hacia el citoplasma lo que 
genera su contracción 418. Nuestros resultados muestran que la deficiencia de zinc 
durante etapas tempranas del desarrollo programaría alteraciones en la movilización 
de calcio en ratas de ambos sexos que podrían explicar la respuesta vasoconstrictora 




que no se observaron diferencias en la constricción aórtica con KCl (respuesta 
contráctil máxima e independiente de calcio intracelular), podríamos sugerir que la 
respuesta alterada a la AngII se debería a las alteraciones en la movilización de los 
depósitos de calcio intracelular, y no en la entrada de calcio extracelular. En cuanto a 
posibles alteraciones en las proteínas contráctiles, el zinc es importante para la 
transcripción génica de la actina en el músculo liso 419 por lo que también podría estar 
contribuyendo a esta respuesta vasoconstrictora alterada.  
En este trabajo de tesis también hemos observado alteraciones en el 
remodelado de la aorta en los machos deficientes en zinc dado por un incremento de 
la relación pared media/lumen que se acompañó de un aumento de la expresión de las 
citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-α). En el grupo Bcm las citoquinas 
proinflamatorias también se encontraron incrementadas. Este hecho podría estar 
relacionado con el aumento de la expresión de los receptores AT1 observado en estos 
grupos. Esta ampliamente descripto que AngII interactuando con los receptores AT1 
estimula los procesos inflamatorios e hipertróficos principalmente a través de la 
activación de NFKB 92,152,420,421.  
 
Como se ha descripto en trabajos clínicos y experimentales, la HTA y otras 
enfermedades cardiovasculares y renales pueden ser causadas por la activación del 
SRA sistémico y tisular. La mayor actividad de este sistema se debería a la interacción 
entre cambios genéticos (mutaciones y alteraciones epigenéticas de los genes 
relacionados con el SRA) con diferentes factores de riego ambientales, hormonales y 
nutricionales 11,15. Por otra parte, como se discutió previamente, la influencia de los 
esteroides sexuales sobre los diferentes componentes de este sistema contribuiría a 
explicar las diferencias de sexo observadas en la incidencia y desarrollo de HTA, así 
como el consecuente daño de los órganos blanco 250.    
El presente trabajo de tesis demuestra que las alteraciones renales y 
cardiovasculares asociadas con el aumento del brazo presor del SRA fueron 
evidenciadas principalmente en las crías machos adultas expuestas a una deficiencia 
moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el crecimiento posdestete. 
Dados estos resultados nos preguntamos si la activación del SRA tisular inducida por 
esta deficiencia nutricional durante el crecimiento modificaría la respuesta de los 
tejidos cardiovascular y renal a una segunda injuría durante la vida adulta, como lo es 




de tesis se evaluó la respuesta de la infusión crónica de AngII sobre la PA y el sistema 
cardiovascular y renal en las ratas macho adultas. 
La infusión subcutánea crónica de AngII en ratas es un modelo experimental 
utilizado para el estudio de HTA 422–425. Coincidente con lo publicado en otros modelos 
experimentales, la administración sistémica de este péptido indujo un incremento 
progresivo de la PAS en todos los grupos estudiados. Los animales Bbm y Bcm 
infundidos con AngII mostraron mayores valores de PAS que el grupo Ccm. Es posible 
entonces que, en el modelo experimental estudiado, el aumento de los niveles 
sistémicos de AngII potencie la activación de los SRA tisulares que fueron 
previamente inducidos por la deficiencia de zinc. Para comprobar esta hipótesis, 
evaluamos los efectos de la infusión de la AngII durante 14 días sobre la morfología 
de la aorta y arterias coronarias y renales, así como el efecto en los niveles de 
citoquinas inflamatorias en la aorta, el riñón y el tejido cardíaco de las ratas macho 
adultas expuestas a la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal y el 
crecimiento. 
Las arterias se remodelan con el objetivo de mantener constante la tensión de 
la pared del vaso. En la HTA, el aumento sostenido de la presión induce mecanismos 
de adaptación en los vasos aumentando el espesor de la pared y/o reduciendo el radio 
de la luz para mantener constante la tensión parietal 426. En pacientes hipertensos y en 
modelos animales de HTA se observa, en vasos de resistencia, un remodelado 
hipertrófico o eutrófico hacia la luz que contribuye a aumentar la resistencia periférica 
y la presión arterial, afectando también el flujo sanguíneo en diferentes tejidos 427. El 
análisis de la morfología de las arterias renales, coronarias y de la aorta fue realizado 
a los 81 días de vida luego de la infusión con AngII. En los animales control, además 
de inducirse la HTA como se esperaba, se produjo un remodelado de los vasos 
sanguíneos estudiados atribuible a los efectos proliferativos, fibróticos e inflamatorios 
de la AngII en estos tejidos diana 92,100,109,113,114. Se ha demostrado que la infusión 
crónica de AngII incrementa los niveles de AT1 en la vasculatura y que a través de 
estos ejerce sus principales acciones sobre los procesos de remodelado vascular y el 
estado inflamatorio de los mismos 411,423. En la aorta y en las arterias renales se observó 
hipertrofia de la pared vascular, y en las arterias coronarias se observó un incremento 
en los depósitos de colágeno perivascular. Estas alteraciones que observamos se 





Por otro lado, los efectos de la administración crónica de AngII sobre el 
remodelado vascular y los procesos inflamatorios fueron más leves en los animales 
expuestos a una restricción dietaria de zinc durante algún periodo de sus vidas. Esto se 
evidenció al observarse que solamente las aortas de las ratas Bbm y Bcm infundidas 
con AngII presentaban un aumento del espesor media/lumen tras la infusión de AngII, 
respecto de Bbm y Bcm que recibieron SF. Sin embargo, al evaluar las arterias renales 
y coronarias, las ratas Bbm y Bcm infundidos con AngII no evidenciaron diferencias 
significativas en el remodelado hipertrófico respecto de sus controles infundidos con 
SF. En cuanto a los parámetros inflamatorios evaluados, la infusión con AngII 
incrementó los niveles de IL-6 y TNF-α en estos animales. Sin embargo, esta respuesta 
fue de menor magnitud en los animales que recibieron una dieta deficiente en zinc en 
comparación con los controles que recibieron aportes adecuados de zinc en toda su 
vida, en los que se evidenció un aumento dramático de estas citoquinas tras la infusión 
con AngII. 
Los resultados de este protocolo indican que la infusión con AngII exacerbaría 
algunos de los efectos inducidos previamente por la injuria nutricional, como el 
incremento de la PA, el estado inflamatorio, y el remodelado hipertrófico de la aorta. 
Sorprendentemente no evidenciamos cambios significativos en las alteraciones 
morfológicas de las arterias a nivel cardíaco y renal. Teniendo en cuenta los resultados 
del protocolo I, suponemos que esto podría relacionarse con el aumento del brazo 
presor del SRA observado previamente en estos tejidos. Si bien existiría una mayor 
abundancia de los receptores AT1 en estos tejidos, el aumento de AngII tisular estaría 
generando una respuesta inflamatoria y un remodelado vascular alterado que precede 
a la infusión con AngII, no pudiendo observarse mayores efectos mediante la infusión. 
Esto podría estar relacionado con cambios de diferentes componentes del SRA tisular 
luego de la infusión de AngII, como un aumento compensador del brazo depresor o 
una menor respuesta de los receptores AT1 a este péptido debido a una 
desensibilización de los mismos. Los receptores AT1 funcionan como un punto de 
control para regular los efectos de la AngII sobre los órganos blanco. Los niveles 
elevados de AngII durante un tiempo prolongado inducen una disminución de la 
intensidad de la respuesta mediada por AT1, fenómeno de desensibilización homóloga 
o taquifilaxia. Los mecanismos que explican este fenómeno son ampliamente 
discutidos: en general se cree que después de la unión de la AngII a los receptores AT1, 
el complejo AngII-AT1 es rápidamente fosforilado en el extremo terminal 
citoplasmático del receptor a través de la vía de la PKC y del receptor asociado a 




que son las responsables de la internalización del receptor y su posterior 
desensibilización 428–432. 
 
En resumen, la restricción moderada de zinc durante el desarrollo intrauterino 
y la vida posnatal temprana programó un menor desarrollo somático que perduró hasta 
la vida adulta. A su vez, esta injuria nutricional alteró el normal desarrollo del riñón, 
dado por la menor superficie de filtrado glomerular y el mayor número de células 
apoptóticas observado en el tejido renal de las crías macho de 6 días de vida. Estos 
cambios se vieron acompañados por niveles renales aumentados de AngII, ECA, AT1 
y AT2 en las crías macho durante la vida temprana. Por lo que podemos inferir que la 
programación fetal de alteraciones renales por deficiencia moderada de zinc sería sexo 
dependiente.  
El eje presor del SRA expresado en los órganos con importante incidencia 
sobre el sistema cardiovascular, tales como el riñón y corazón, se encontró exacerbado 
en la vida adulta de los animales macho con esta injuria nutricional. Esto se acompañó 
de un remodelado de las arterias de resistencia e HTA, probablemente por un 
desbalance del SRA, que conducen a las alteraciones observadas previamente en este 
modelo: aumento en el estrés oxidativo, disminución en el sistema del NO, remodelado 
de tejido cardiovascular y renal, y una menor TFG. Las ratas hembras serían menos 
sensibles a esta injuria nutricional, ya que no presentaron incremento de PA ni 
alteraciones significativas en el SRA cardiaco, renal y vascular.  
La administración de una dieta con contenido adecuado en zinc durante el 
crecimiento posdestete en las ratas macho no logró prevenir la mayoría de los cambios 
observados. Este hecho podría estar relacionado con las alteraciones observadas en el 
SRA tanto en etapas tempranas de la vida como en la adultez. Esto indica que existen 
alteraciones en las ratas adultas que son programadas por la restricción de este 
micronutriente en etapas críticas del desarrollo. En consecuencia, la deficiencia 
moderada de zinc durante el desarrollo intrauterino y la vida temprana predispone a la 

























168 Conclusiones y Perspectivas 
Los resultados de la presente tesis doctoral muestran, por primera vez, la 
influencia de la deficiencia moderada de zinc durante el desarrollo intrauterino y 
posnatal sobre el sistema renina angiotensina en diferentes tejidos involucrados en la 
regulación de la PA, como lo son el riñón, el corazón y los vasos sanguíneos. Otro 
aspecto interesante de este trabajo es el estudio de las diferencias de sexo en los efectos 
de esta injuria nutricional. 
 
La restricción moderada de zinc durante la organogénesis provocó una RCIU 
evidenciado por un menor desarrollo corporal y de los tejidos renal y cardíaco de las 
ratas de ambos sexos, que persistió incluso hasta la vida adulta de los animales a los 
que se les restituyó el contenido adecuado de zinc en la dieta luego del destete. A su 
vez, las ratas macho presentaron HTA en la vida adulta. Estos resultados son 
consistentes con la hipótesis de programación fetal, la cual postula que una RCIU 
asociada a un menor peso al nacer, puede conducir al desarrollo de ECV en la vida 
adulta 433.  
 
En este trabajo de tesis demostramos que esta injuria nutricional durante el 
desarrollo prenatal y postnatal temprano indujo una reducción del área de filtración 
glomerular y la activación de procesos apoptóticos en el tejido renal de las crías macho. 
Dichas alteraciones se acompañaron de un desbalance en la expresión de ciertos 
componentes del SRA, dado el aumento del contenido de AngII, de la relación 
AngII/Ang-(1-7) y de la expresión de sus receptores AT1 y AT2 en el tejido renal en 
desarrollo.  
Existen evidencias clínicas y experimentales que respaldan la activación 
temprana de SRA en el nacimiento y en la adultez de individuos y modelos animales 
con RCIU 195,375,376,434. Sin embargo, los mecanismos que participan de esta activación 
aún no están aclarados. Se ha postulado que la inmadurez renal, pulmonar y 
suprarrenal vinculada al estrés ambiental y hemodinámico de la transición temprana 
ex-útero podría contribuir fuertemente a desencadenar alteraciones del SRA 195. Como 
se ha descripto previamente, el zinc es un micronutriente ubicuo y con múltiples 
funciones antioxidantes, antiinflamatorias, antiapotóticas y proliferativas 49,303. Por lo 
tanto, la deficiencia de zinc generada en nuestro modelo experimental podría inducir 
alteraciones en el crecimiento y desarrollo intrauterino de los tejidos cardiovascular y 
renal que podrían estar relacionadas con la activación del SRA en etapas tempranas de 
la vida.  
Este trabajo de tesis evidenció también una respuesta a la deficiencia de zinc 
dependiente del sexo en los parámetros evaluados del SRA y la morfología renal en 
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edades tempranas. Las hembras expuestas a la restricción de este micronutriente no 
presentaron alteraciones morfológicas evidentes ni cambios en el estado del SRA de 
este órgano. No están claros los mecanismos por los cuales se desarrolla una 
susceptibilidad diferencial ante la exposición a diferentes agresores durante el 
desarrollo intrauterino y la vida posnatal temprana. Las diferencias encontradas entre 
las crías macho y hembras sometidas a esta injuria nutricional podrían deberse a 
diferentes factores, como por ejemplo diferencias en los patrones genéticos y 
transcripcionales y/o a modificaciones epigenéticas dependientes del sexo, así como 
también a la influencia de las hormonas maternas que impactan de forma diferencial 
en la descendencia macho o hembra 234. En este sentido, sería interesante realizar 
estudios a futuro en las madres gestantes, así como también en el cordón umbilical 
para evaluar, por ejemplo, factores de transcripción que se encuentren involucrados en 
la regulación génica de los componentes del SRA. 
 
Trabajos previos realizados en otros modelos de programación fetal de 
enfermedades cardiovasculares demuestran que las alteraciones del SRA contribuyen 
activamente, desde el inicio del desarrollo, a las consecuencias cardiovasculares y 
renales observadas a largo plazo 195,197,434,435. En nuestro modelo experimental, las 
crías macho que recibieron una dieta baja en zinc durante toda su vida presentaron 
cambios del eje AngII-AT1 en los tejidos renal y cardíaco, así como en la expresión 
del receptor AT1 en la arteria aorta. Sin embargo, también se observaron alteraciones 
en la expresión de este sistema en aquellas ratas en las que se restableció el contenido 
de zinc en la dieta luego del deteste. En el tejido renal y aórtico de estos animales se 
encontraron cambios semejantes a los hallados en los animales Bbm. Mientras que, en 
el tejido cardíaco, los animales Bcm solo mostraron un aumento de los receptores AT1.  
Se ha descripto que modificaciones epigenéticas, tales como metilaciones de 
ADN, modificaciones de histonas y microARN, podrían estar involucradas en algunas 
de las alteraciones del SRA, así como en las modificaciones estructurales y funcionales 
de los vasos, el corazón y los riñones. A su vez, otros investigadores han demostrado 
que estas modificaciones epigenéticas aumentan la predisposición a las enfermedades 
cardiovasculares y renales en diversos modelos de programación fetal al modificar 
patrones de expresión de genes claves para el desarrollo de estas patologías 436. Es por 
ello que nos proponemos evaluar en futuros estudios si en este modelo existen cambios 
epigenéticos que podrían explicar las alteraciones observadas en el SRA tisular. 
 
El incremento de la vía AngII/AT1, junto al déficit de zinc, podría contribuir al 
aumento de la PA y las alteraciones morfológicas y funcionales observadas en las crías 
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macho de 81 días de vida, como lo son el remodelado de las arterias renales y 
cardíacas, el aumento de las citoquinas proinflamatorias en los tejidos cardíaco, aórtico 
y renal y el incremento de estrés oxidativo cardíaco. El desequilibrio del SRA renal 
podría estar influenciando también en el incremento del estrés oxidativo, la 




Por otra parte, los resultados sugieren que la activación del SRA en los sistemas 
cardiovascular y renal inducida por esta deficiencia nutricional durante el crecimiento 
de las crías macho modificaría la respuesta de estos tejidos a una segunda injuría 
durante la vida adulta, como lo es la activación del SRA sistémico. La infusión crónica 
de AngII durante la vida adulta agravaría los efectos causados por la deficiencia 
dietaria de zinc, ya que estos animales presentaron mayores niveles de PA y de 
citoquinas inflamatorias en los tejidos cardiovascular, así como un mayor remodelado 
aórtico respecto a los animales infundidos con solución fisiológica. Esto podría 
conducir a un mayor riesgo de padecer ECV en estos animales.  
En trabajos recientes demostramos que la deficiencia de zinc durante diferentes 
periodos del crecimiento presenta una menor capacidad vasodilatadora dependiente de 
endotelio asociada a una menor actividad del sistema del NO 328. El presente trabajo 
demuestra que la capacidad vasoconstrictora se encontraría también alterada, ya que 
se observó una menor respuesta contráctil en anillos de aorta expuestos a la AngII en 
los grupos Bb y Bc de ambos sexos. Teniendo en cuenta resultados previos, sugerimos 
que esta disfunción vascular podría deberse a modificaciones en la movilización del 
calcio citoplasmático, dado que se observó este mismo patrón de contractilidad 
deficiente luego de inducir la liberación de calcio por parte del retículo sarcoplásmico, 
en anillos de aorta estimulados con cafeína, 328. Estos resultados abren nuevas 
perspectivas de estudio, principalmente en la profundización de los mecanismos 
involucrados en estas alteraciones, como el impacto de la deficiencia de zinc sobre la 
expresión génica de proteínas contráctiles.  
Por otro lado, resultan interesantes los hallazgos de este estudio en las ratas 
hembras adultas expuestas a la restricción dietaria de zinc. Hemos demostrado que las 
hembras serían menos sensibles a esta injuria nutricional, ya que solo presentaron 
algunas alteraciones en los parámetros evaluados del SRA. Mientras que ambos grupos 
Bbh y Bch, presentaron menor desarrollo cardiaco, solo el grupo Bbh presentó un 
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incremento de la relación AngII/Ang-(1-7). Además, los valores de PA fueron 
similares a las crías controles.  
Las mujeres en edad reproductiva tienen menor incidencia de HTA que los 
hombres de la misma edad, sin embargo, el riesgo de desarrollar esta enfermedad 
aumenta después de la menopausia, cuando disminuyen los niveles de estrógenos 437. 
Diversos estudios han establecido la importancia de los esteroides sexuales en la 
modulación del SRA. En ratas macho se ha evidenciado la expresión preferencial de 
la vía clásica del SRA dependiente de testosterona 255. En hembras en cambio se ha 
observado que los estrógenos favorecen la expresión de la vía no-clásica 256. Esto 
sugiere que, en las hembras, los esteroides sexuales participan de la modulación del 
equilibrio entre las dos vías, favoreciendo la vía no-clásica en las hembras.  
 
Por lo tanto, los resultados de esta tesis brindan nuevos conocimientos sobre la 
relación entre la deficiencia de zinc durante el desarrollo prenatal y postnatal, el SRA 
tisular y el desarrollo de patologías cardiovasculares en la vida adulta. La contribución 
de este trabajo de tesis a la comunidad científica es relevante ya que destaca la 
importancia de optimizar el aporte de micronutrientes en la dieta durante el embarazo, 
la lactancia y el crecimiento, para prevenir la aparición de alteraciones renales y 




























Programación fetal de enfermedades cardiovasculares y renales: 
Participación del Sistema Renina Angiotensina en un modelo de deficiencia 
moderada de zinc durante la vida fetal y postnatal 
 
En trabajos previos hemos demostrado que la deficiencia moderada de zinc 
durante el desarrollo intrauterino y la vida posnatal temprana constituye un modelo de 
programación fetal de HTA y enfermedad cardiovascular y renal en ratas macho. El 
zinc es un micronutriente esencial de gran importancia biológica dadas sus 
propiedades antioxidantes, anti-apoptóticas, antiinflamatorias y estabilizantes de 
membranas. Se postula al SRA como uno de los candidatos involucrados en el 
desarrollo de la HTA y las enfermedades asociadas a la programación fetal. 
El objetivo de esta tesis doctoral fue evaluar la participación del SRA renal y 
cardiovascular en la fisiopatología de la programación fetal por deficiencia moderada 
de zinc, tanto en etapas tempranas del desarrollo como en la vida adulta de ratas 
machos y hembras. Nos propusimos también evaluar, en ratas macho adultas 
previamente expuestas a una deficiencia de zinc en diferentes momentos de la vida, el 
impacto de una infusión crónica de AngII sobre la PA y órganos relacionados como el 
corazón, el riñón y la aorta.    
Este estudio fue llevado a cabo en ratas Wistar preñadas. Recibieron dieta 
control (30 ppm de zinc) o baja en zinc (8 ppm de zinc) durante la preñez hasta el 
destete de las crías. Las crías fueron sacrificadas al día 6 de vida o continuaron con sus 
madres hasta el destete. Luego del destete, las crías de madres controles recibieron 
dieta control. Mientras que las crías de madres que recibieron dieta baja en zinc fueron 
alimentadas con dieta control o baja en zinc. A los días 36, 51, 66 y 81 de vida, se 
midió la PAS. Por otro lado, un grupo de crías macho de cada grupo experimental 
recibieron desde el día 68 de vida una infusión crónica de AngII o de SF y cada 3 días 
se registró la PAS. Todas las crías fueron sacrificadas a los 81 días de vida.   
Las ratas deficientes en zinc de ambos sexos presentaron menor peso corporal 
y renal a los 6 días. Sólo en las crías macho se acompañó de menor área de filtrado 
glomerular, mayor número de células apoptóticas y un desequilibrio en los 




En las ratas sometidas a restricción de zinc durante la gestación y la lactancia 
se observó, a los 81 días de vida, que los machos presentaron un incremento de la PAS 
mientras que en las ratas hembra los valores fueron normales. Las ratas de ambos sexos 
presentaron un menor peso corporal, así como también menor peso cardíaco y renal. 
La dieta con contenido adecuado de zinc posdestete no logró normalizar estos 
parámetros. 
Se encontraron alteraciones en el SRA tisular a los 81 días de vida. 
Evidenciamos un incremento en la rama presora del SRA, siendo más afectados los 
animales del grupo con restricción de zinc durante toda la vida. Estos presentaron 
aumento de la relación AngII/Ang-(1-7) y del contenido de AT1 en tejido renal y 
cardíaco. En el tejido cardíaco presentaron además incremento en la producción de 
anión superóxido inducido por NADPH-oxidasa. La dieta con contenido adecuado de 
zinc posdestete no logró prevenir estas alteraciones, ya que las crías con restricción de 
zinc solo durante la gestación y lactancia presentaron los mismos hallazgos en el tejido 
renal mientras que solo se observó un incremento de AT1 en el tejido cardíaco. 
En la aorta, las crías macho expuestas a deficiencia de zinc presentaron 
aumento de los receptores AT1. Sin embargo, se evidenció una menor respuesta 
vasoconstrictora a la AngII en anillos de aorta en las crías con restricción de zinc de 
ambos sexos. 
Las hembras fueron menos sensibles a esta injuria nutricional que a su vez 
presentaron un incremento en la rama vasodilatadora del tejido renal, dado por una 
menor relación AngII/Ang-(1-7) y el aumento de ECA2.  Sólo las crías hembra con 
restricción de zinc durante toda la vida mostraron un aumento de la relación 
AngII/Ang-(1-7) en tejido cardíaco.  
Las crías macho expuestas a una infusión crónica de AngII durante la vida 
adulta presentaron un aumento de la PAS en todos los grupos, alcanzando las ratas 
expuestas a la restricción de zinc valores más elevados. A su vez se observó un 
incremento de los niveles de IL-6 y TNF-α en todos los tejidos evaluados, cambio que 
fue menos marcado en las ratas deficientes en zinc. La infusión con AngII incrementó 
el espesor media lumen de la aorta en todos los grupos, pero solo indujo cambios en el 
remodelado de las arterias renales y cardíacas en las crías que recibieron dieta control. 
Esto podría deberse a que la dieta deficiente en zinc per sé indujo un remodelado en 




probablemente mediante la activación del SRA que hemos observado en estos 
animales.   
En este trabajo de tesis doctoral demostramos que una injuria nutricional por 
deficiencia moderada de zinc durante el desarrollo intrauterino y posnatal altera el 
equilibrio del SRA cardíaco y renal, principalmente en ratas macho. Las alteraciones 
del SRA se producen durante el desarrollo temprano y que no pueden ser prevenidas 
con el adecuado contenido de zinc en la dieta luego del destete. Este trabajo fortalece 
la importancia de optimizar la dieta durante el desarrollo intrauterino y posnatal 





























AC Área de colágeno perivascular 
ACh Acetilcolina 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
AII Angiotensina II 
AL Área de la luz 
AL Área de la luz vascular 
AM Área de la túnica media vascular 
ADNc ADN copia 
Ang Angiotensina 
ANMAT 
Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología 
Médica 
ANOVA Análisis de varianza 
AP-1 Proteína activadora 1 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNm Ácido ribonucleico mensajero 
AT1 Receptor de angiotensina II tipo 1 
AT1A ARNm del receptor AT1 tipo A 
AT1B ARNm del receptor AT1 tipo B 
AT2 Receptor de angiotensina II tipo 2 
ATP Adenosin trifosfato 
ATV Área total de sección transversal vascular 
ATVC Colágeno perivascular de la adventicia 
Bax Proteina X asociada a Bcl-2 
Bbh 
Crías hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la 
lactancia y el crecimiento posdestete 
Bbm 
Crías macho que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la 
lactancia y el crecimiento posdestete 
Bch 
Crías hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la 
lactancia, y dieta control durante el crecimiento post-destete 
Bcl2 Proteina 2 del linforma de celulas B, de B-cell lymphoma 2 
Bcm 
Crías macho que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la 
lactancia, y dieta control durante el crecimiento post-destete 
Bh 
Crías hembras de 6 días de vida que recibieron dieta baja en zinc durante 
la etapa fetal y la lactancia 
Bm 
Crías macho de 6 días de vida que recibieron dieta baja en zinc durante la 
etapa fetal y la lactancia 
BPN Bajo peso al nacer 
BSA Seroalbúmina bovina 
CAGE 
Enzima generadora de angiotensina II sensible a quimostatina, de 
Chymostatin sensitive angiotensin II generating enzime 
Cch 
Crías hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia 





Crías macho que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia 
y el crecimiento post-destete 
Ch 
Crías hembras de 6 días de vida que recibieron dieta control durante la 
etapa fetal y la lactancia 
CICUAL Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
Cm 
Crías macho de 6 días de vida que recibieron dieta control durante la etapa 
fetal y la lactancia 
CN Control negativo 
CpG Citosina-guanina 
CTGF 
Factor de crecimiento del tejido conectivo, de Connective tissue growth 
factor 
DCT1 
Transportador de cationes divalentes tipo 1, de Divalent cation transporter 
1 
DEPC diethylpyrocarbonate 
DO Densidad optica 
E2m Elastasa-2 murina 
ECA Enzima convertidora de angiotensina 
ECA2 Enzima convertidora de angiotensina tipo 2 
ECV Enfermedades cardiovasculares 
EDTA Ácido etilen-diamino-tetraacético 
EEM Error estandar de la media 
Egr-1 
Proteína 1 de respuesta de crecimiento temprano, de Early growth response 
protein 1 
EGTA Ácido etilen-glicol-tetraacético 
eNOS Óxido nítrico sintasa endotelial 
ERK 
Quinasa regulada por señales extracelulares, de Extracellular signal 
regulated kinase 
ERO Especies reactivas de oxígeno 
ESC Sociedad Europea de Cardiología 
ESH Sociedad Europea de Hipertensión Arterial 
ET1 Endotelina 1 
F Forward 
FAC Federación Argentina de Cardiología 
FE Fenilefrina 
FFYB Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires 
G Glomérulo 
GADPH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
GMPc Nucleótido guanidina fosfato cíclico 
GPx Glutatión peroxidasa 
GSH Glutatión 
GWAS Estudio de Asociación del Genoma, de Genome Wide Association Study 
h Hembra 
HTA Hipertensión arterial 




IECA Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina 
IHQ Inmunohistoquímica 
IL Interleuquina 
IDP Ingesta diaria promedio 
IRAP 
Aminopeptidasa regulada por insulina, de Insulin Regulated 
AminoPeptidase 
IZiNCG Grupo de Consulta Internacional sobre Nutrición del Zinc 
JNK Quinasa c-Jun N-terminal, de c-Jun N-Terminal kinase 
KLF5 Factor 5 tipo Krüppel 
LT Longitud de la tibia 
m Macho 
MAPK 
Proteinquinasa activada por mitogenos, de Mitogen activated protein 
kinase 
MB 
Ratas madres que recibieron dieta con bajo contenido en zinc durante la 
preñez y lactancia 
MC Ratas madres que recibieron dieta control durante la preñez y lactancia 
MMP Metaloproteasas de matriz 
MrgD 
Receptor tipo Mas acoplado a proteina G, de Mas related G protein coupled 
receptor 
MSAL Ministerio de Salud de la Nación Argentina 
n Tamaño muestral 
NADP+ Nicotinamida dinucleótido fosfato oxidado 
NADPH Nicotinamida dinucleótido fosfato reducido 
NEP Neprelisina, de Neutral Propilendopeptidase 
NF-κβ Factor de transcripción nuclear kappa beta 
NIH Instuto de Salud Nacional de los Estados Unidos 
NO Óxido nítrico 
NOS Óxido nítrico sintasa 
Nox Isoformas de la NADPH oxidasa 
O2● Anión superóxido 
OMS 
Aminopeptidasa regulada por insulina, de Insulin Regulated 
AminoPeptidase 
p53 Proteina tumoral p53 
PA Presión arterial 
PAGE poliacrilamida 
PAS Presión arterial sistólica 
PAU Peso de las aurículas 
Pax-2 Gen 2 de caja pareada, de Paired Box Gene 2 
pb Pares de bases 
PC Peso corporal 
pCE50% 
Concentración molar requerida para alcanzar el 50% de la respuesta 
máxima 
PCMB p-Cloromercuribenzoato 






PKC Proteinquinasa C 
PLA2 Fosfolipasa A2 
PLC Fosfolipasa C 
PLZF Proteina con dedos de zinc de la leucemia promielocítica 
PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PMSF Persulfato de amonio 
PR Peso renal 
PVD Peso del ventrículo derecho 
PVI Peso del ventrículo izquierdo 
R Reverse 
RAPG Receptor asociado a proteina G 
RCIU Restricción del crecimiento intrauterino 
RENATA Registro Nacional de Hipertension Arterial 
RENATA-2 Registro Nacional de Hipertension Arterial Estudio 2 
RIA Radioinmunoensayo 
RM Receptor de mineralocorticoides 
Rmax Respuesta máxima 
RPR Receptor de renina-prorrenina 
RT-qPCR Reacción en cadena cuantitativa de la polimerasa en tiempo real 
SAC Sociedad Argentina de Cardiología 
SDS dodecilsulfato de sodio 
SF Solución de NaCl al 0,9%, solución fisiológica, 
SHR Ratas espontaneamente hipertensas 
Smad Proteina homologa a Mad de Drosophila y Sma de Caenorhabditis elegans 
SNP Polimorfismo de nucleótido único, de Single Nucleotide Polymorphism 
SOD Superóxido dismutasa 
Sp1 Proteína de especificidad 1, de specificity protein 1 
SRA Sistema renina angiotensina 
TD Túbulo distal 
TdT Enzima deoxinucletidiltransferasa terminal 
TFG Tasa de filtrado glomerular 
TGF Factor de crecimiento transformador, de Transforming Growth Factor 
TIMP Inhibidor tisular de metaloproteasas 
TLR4 Receptor tipo-toll 4 
TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa 
TOP Thimet oligopeptidasa 
TP Túbulo proximal 
UNICEF 
Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia, de United Nations 
Children's Fund 
VI Ventrículo izquierdo 




ZIP Zrt-, Irt-related Proteins, transportadores de zinc 
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